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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
BAP    benzilamino purin; citokinin 
C.    Castanea 
D.    Dryocosmus 
DICA   dikloroizocianurna kislina 
dsRNA   dvovijačna ribonukleinska kislina 
EPPO   European and Mediterranean Plant Protection Organization (Evropska in 
sredozemska organizacija za varstvo rastlin) 
FAO   Organizacija za prehrano in kmetijstvo 
GD    bazalno Greshoff in Doy (1972) gojišče 
GD1, GD2   gojišča za razmnoževanje in koreninjenje poganjkov pravega kostanja 
IAA    indol ocetna kislina; avksin 
IBA    indol maslena kislina; avksin 
IBR   indol-3-butirična kislina 
MS-½NO3  bazalno Murashige in Skoog (1962) gojišče s polovično koncentracijo 
nitratov 
P.    Phytophthora 
pH   negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov 
T.    Torymus 
°C  stopinj Celzija; enota za merjenje temperature po skali, pri kateri je vrelišče 
vode pri 100 °C 
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1    UVOD 
Kostanj (Castanea sativa Mill.) je večnamensko drevo, ki je visoko vrednoteno zaradi 
plodu, lesa, taninov in v gozdarstvu. Razširjen je po severni polobli, predvsem na 
Kitajskem, Japonskem in v Koreji, po južni Evropi od Turčije do atlantskih otokov in v 
Ameriki. 
Najbolj razširjen in nevaren škodljivec kostanja je orientalska osica – kostanjeva šiškarica 
(Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu), ki povzroča tvorbo šišk na poganjkih, debelejših 
listnih žilah in na bazi socvetij. S tem močno vpliva na letni prirast kostanja in posledično 
zmanjšuje pridelek. Ker kemična kontrola škodljivca predstavlja preveliko tveganje se je 
veliko držav poslužilo naravnega zatiranja škodljivca z izpustom naravnega sovražnika – 
parazitoidne osice (Torymus sinensis Kamijo) na poškodovana območja.   
Vegetativno razmnoževanje se v veliki meri uporablja v kmetijstvu, vrtnarstvu in 
gozdarstvu za pridobivanje elitnih rastlin izbranih iz naravnih populacij ali pridobljenih z 
žlahtniteljskimi programi. Za rastline z dolgim generacijskim obdobjem ali neuspešnim 
spolnim razmnoževanjem je to edina uporabna metoda. Poleg tega se z vegetativnim ali 
klonskim razmnoževanjem, ohrani genetska identičnost razmnoženih rastlin z matičnimi 
rastlinami (Pacurar in sod., 2014). 
Mikropropagacija je zelo primerna za ohranjanje genskih virov lesnatih rastlin. Uspešnost 
mikropropagacije gozdnega drevja je omejena z učinkovitostjo vegetativnega 
razmnoževanja izbranih dreves. Kostanj spada med vrsto lesnatih rastlin, ki se težje 
razmnožujejo zaradi težav v fazi koreninjenja.  
Koreninjenje je kompleksen proces in ključni korak pri uspešnem vegetativnem 
razmnoževanju gospodarsko pomembnih lesnatih, hortikulturnih in kmetijskih vrst, ki 
imajo pomembno vlogo pri proizvodnji elitnih klonov. Tvorba korenin je kvantitativna 
genetska lastnost, regulirana z okoljskimi in endogenimi dejavniki. Dokazano je bilo, da 
ima med fitohormoni, avksin bistveno vlogo v procesu koreninjenja, predvsem pri 
uravnavanju razvoja korenin (Pop in sod., 2011). 
Za uspešno mikropropagacijo kostanja je faza in vitro koreninjenja bistvenega in 
odločujočega pomena. Izmed nepogrešljivih dejavnikov, ki spodbujajo nastanek korenin 
sta avksin in tkivo iz katerega želimo sprožiti nastanek korenin, saj naj bi zrela in juvenilna 
tkiva iz istih rastlinskih virov pogosto imela povsem različne odzive na dodajanje avksina. 
Seznam okoljskih in endogenih dejavnikov, ki vplivajo na nastajanje korenin vključuje 
skoraj vse, kar lahko vpliva na rast rastlin (npr. hormoni, svetloba, sestava gojišča, 
antioksidanti, poškodba, poliamin, starost materiala itd.), saj je razvoj adventivnih korenin 
izrazito kompleksen pojav.  
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1.1    OPREDELITEV PROBLEMA 
Evropski kostanj (Castanea sativa Mill.) je lesnata rastlina, ki je v Evropi in tudi v 
Sloveniji v zadnjem desetletju podvržena napadom kostanjeve osice – šiškarice 
(Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu), kar je povzročilo velik upad dreves. Med njimi so 
tudi spremljani genotipi, ki so uvrščeni med kakovostne genske vire za morebitno 
vključitev v žlahtnjenje za pridobivanje sadilnega materiala. Kostanj, predvsem evropski, 
spada med tiste lesnate rastline, katerih potaknjenci se zelo težko koreninijo tudi v in vitro 
razmerah.  
1.2    CILJ RAZISKOVANJA 
Cilj naloge je bil s pomočjo in vitro tehnik razmnožiti čim več vitalnih poganjkov pri 
različnih gospodarsko zanimivih genotipih, ki bi oblikovali močan koreninski sistem. 
Nadaljnji cilj je bil optimizirati in vitro postopke in s tem pridobiti poganjke s koreninami, 
ki bi bili primerni za aklimatizacijo in nato za gojenje na prostem. Istočasno smo želeli 
obdržati zanimive slovenske genotipe ogrožene propada v in vitro kulturi in ugotoviti, 
kako se različni genotipi kostanja odzivajo na in vitro razmere. Cilj te raziskave je bil tudi 
optimizirati mikropropagacijo različnih genotipov kostanja, vključno s postopkom za 
indukcijo korenin, ki bi omogočil ravnotežje med stopnjo koreninjenja in splošno 
vitalnostjo rastline za uspešen prenos v substrat in fazo aklimatizacije.  
1.3    DELOVNE HIPOTEZE 
Optimizirati faze mikropropagacije kostanja. 
S pomočjo in vitro tehnik rešiti kakovostne slovenske genske vire kostanja, ki so v naravi 
zaradi svoje starosti in v zadnjih letih tudi zaradi močnih napadov s kostanjevo šiškarico 
močno podvrženi propadanju.  
Zasnovati in vitro zbirko sadjarsko zanimivih genskih virov kostanja, ki bi imeli funkcijo 
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2    PREGLED OBJAV 
2.1    RAZŠIRJENOST IN POMEN KOSTANJA 
Kostanj je lesnata rastlina, ki ima pomembno vlogo v svetu, tako za široko uporabo kot 
zaradi njene gospodarske in okoljske vloge v mnogih kmetijsko-gozdarskih sistemih. 
Orientalske vrste kostanja Castanea mollissima (Bl.), C. crenata (Sieb. in Zucc.) in C. 
henryi (Rehder in Wilson (Skan)) tako kot tudi evropski kostanj (C. sativa Mill.) so bile 
stoletja osnovna hrana za preživetje prebivalstva v mnogih delih Azije, Južne Evrope in 
večini držav, ki mejijo na Sredozemsko morje (Bounous, 2005). 
Rimljani so širili evropski pravi kostanj (C. sativa Mill.) po vsej evropski celini predvsem 
za proizvodnjo lesenih sodov za hranjenje vina. Vendar v tistem času kostanj kot hrana ni 
bil glavni razlog za širjenje dreves po vsej Evropi. Gojenje pravega kostanja kot hrane za 
preživljanje se je predvsem razvilo po rimskem obdobju v povezavi s socialno-
ekonomskimi sistemi srednjega veka. Starki Grki so bili pomembni gojitelji kostanja za les 
in plod, čeprav ga nikoli niso gojili v večjem obsegu (Metaxas, 2013). V Evropi so Grki 
bili med prvimi, ki so uporabljali plod in predstavili evropski kostanj drugim kulturam, vse 
od Male Azije do Južne Evrope in do severne Afrike. Kostanj danes tradicionalno gojijo na 
Kitajskem, v Koreji, na Japonskem in v Sredozemlju (Litz, 2005). 
Trenutno predstavlja kostanjev plod, razen pridobivanja lesa, edini tržno pomemben 
pridelek znotraj družine bukovk (Litz, 2005). Kostanj je nedvomno eden najpomembnejših 
dreves z oreščki v zmernem pasu (Metaxas, 2013). Kljub vse večjemu povpraševanju se je 
svetovna proizvodnja kostanja v zadnjem stoletju postopoma zmanjševala. Predvsem 
zaradi glivičnih bolezni in škodljivcev, ki so ne samo uničili populacije kostanja na 
celotnem območju rastišč, ampak tudi omejili vzpostavitev novo rastočih območij kostanja 
(Litz, 2005). 
Obstajajo tri glavna rastišča in območja nasadov kostanja po svetu: (1) Azija je 
najpomembnejše območje, na Kitajskem, kjer najdemo vrsto C. mollissima v naravnih 
sestojih kot tudi v nasadih in tudi na Japonskem, kjer je razširjena vrsta Castanea crenata; 
(2) Evropa je drugo glavno območje, kjer prevladuje vrsta C. sativa; (3) V Severni Ameriki 
je vrsta C. dentata razširjena v naravi, vendar je dandanes zamenjana s hibridi, ki imajo 
odpornost na kostanjevega raka in črnilovko (Pereira-Lorenzo in Ramos-Cabrer, 2007). 
Evropski pravi kostanj (C. sativa) je razširjen v gozdovih po vseh državah mediterana, kot 
posledica naravne rasti ali umetnega sajenja. Razprostira se od Španije in Portugalske do 
Kavkaza, čez Turčijo, Grčijo, Balkan, nekdanjo Sovjetsko zvezo in južni del Velike 
Britanije. V severni Afriki je najden na majhnih območjih Maroka, Alžirije in Tunizije. 
Glavne pridelovalke v Evropi so Italija, Turčija, Portugalska, Španija, Francija in Grčija. V 
Evropi dandanes kostanj ni več stvar preživetja, vendar še vedno igra pomembno vlogo v 
prehrani, v lesni industriji in krajinskih strategijah v mnogih kmetijsko-gospodarskih 
sistemih. V zadnjih dvajsetih letih je kostanjev ekosistem povečal svoj ekološki in 
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krajinski pomen in je postal temeljni vir za trajnostni razvoj gorskih območij (Bounous, 
2005). 
2.2    ŽLAHTNITELJSKI CILJI 
V Evropi in Aziji so glavni žlahtniteljski cilji usmerjeni v izbor gospodarsko zanimivih 
genotipov iz velike zbirke razpoložljivih genskih virov in pridobivanje križancev 
(hibridov) z dodanimi tolerantnimi in odpornimi geni na hude bolezni in škodljivce z 
namenom izboljšati in pridobiti odporne sorte. V Ameriki, Avstraliji in Novi Zelandiji so 
prizadevanja usmerjena v pridobivanje novih sort z želenimi lastnostmi ali izbor elitnih 
genotipov izmed najboljših evropskih in azijskih vrst s široko prilagojenostjo na lokalne 
pedoklimatske razmere. Za vzpostavitev gojenja kostanja v nasadih so najpomembnejši 
žlahtniteljski cilji usmerjeni v enostavno vegetativno razmnoževanje in odpornost proti 
glavnim škodljivcem in boleznim. Pri tem je bistvenega pomena kompatibilnost podlage in 
poganjka, ki vpliva na preživetje in kakovost sadike ter na uspešno nadaljnje vegetativno 
razmnoževanje. Znano je, da se C. crenata lažje vegetativno razmnožuje v primerjavi s C. 
sativa. Zato se C. crenata pogosto vključuje kot eden od staršev v križanja s C. sativa za 
izboljšanje koreninjenja. Prav tu nastopi problem kompatibilnosti podlage in cepiča. 
Ugotavlja se, da morajo biti cepiči – križanci cepljeni na podlage istih križancev, drugače 
se pojavljajo resni problemi inkompatibilnosti (Bounous, 2005). 
V zadnjem obdobju so žlahtnitelji z molekulskimi markerji izboljšali pristope za 
odkrivanje genov odpornosti proti glavnim glivičnim patogenom, kot so kostanjev rak 
(Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr) in črnilovka, ki jo povzročata Phytophthora 
cambivora (Petri) Buis. in P. cinnamomi Rand. Gene odporne proti črnilovki so našli v C. 
crenata in C. mollissima. Japonsko-evropski hibridi C. crenata x C. sativa pridobljeni v 
Franciji: 'Marsol', 'Maraval', 'Ferosacre', 'Marigoule', 'Marlhac' in 'Bouche de Betizac' 
imajo dobro odpornost proti glivičnim okužbam z glivami rodu Phytophthora in so 
primerni za razmnoževanje z grebeničenjem in potaknjenci. Malo manj je bila raziskana 
odpornost na škodljive insekte z izjemo šiškarice (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu), pri 
kateri so bili osredotočeni na preučevanje rasti poganjkov, gostoto krošenj in morfologijo 
brstov (Bounous, 2005). Tu kaže sorta 'Bouche de Betizac' tolerantnost, če ne celo 
odpornost proti temu škodljivcu. Leta 2003 so v Piemontu začeli s projektom vzpostavitve 
biološkega nadzora z uporabo parazitoidne osice (T. sinensis) in izbire odpornih genotipov. 
Sorta 'Bouche de Betizac' je evropsko-japonski križanec za katero so ugotovili, da je 
popolnoma odporna na šiškarico. Mehanizem odpornosti sorte 'Bouche de Betizac' je bil 
neznan, vendar je bilo ugotovljeno, da lahko dormantni zimski brsti vsebujejo jajčeca ali 
ličinke, čeprav se šiške ne oblikujejo po razvoju brstov (Dini in sod., 2012). Drugi 
žlahtniteljski cilji so usmerjeni v izboljšanje lastnosti lesa in plodu (Bounous, 2005). 
Uporabljenih je bilo mnogo metod za zatiranje ali nadzor različnih bolezni kostanja, npr. 
karantena, mehanske metode in kemične metode. Nadzor bolezni je vključeval 
identifikacijo dreves z naravno odpornostjo na bolezni, ki so primerne za uporabo v 
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žlahtniteljskih programih, vendar pa je bil napredek zelo počasen (Litz, 2005). 
Ameriški kostanj (Castanea dentata) je nekdaj rastel v večjem delu vzhodnih listnatih 
gozdov Severne Amerike. Les ameriškega kostanja je kvaliteten in zaželjen v lesni 
industriji. Kostanjev rak, ki ga povzroča gliva Cryphonectria parasitica, je hitro uničil 
kostanj na celotnem območju. Predvidevajo, da se je bolezen prenesla v Ameriko preko 
okuženih sadik iz Azije in je bila prvič odkrita leta 1904 na okuženih kostanjih v New 
Yorku. Bolezen se je do leta 1950 razširila po celotnem območju rastišč ameriškega 
kostanja in do leta 1960 je uničila približno 4 milijarde dreves. Od odkritja kostanjevega 
raka je veliko skupin raziskovalcev razvijalo žlahtniteljske programe s katerimi bi pridobili 
na raka odporne sorte. Različne strategije so vključevale nadzor glive, izbor in žlahtnjenje 
preživelih kostanjevih dreves, interspecifično povratno križanje z odpornimi azijskimi 
vrstami kostanja in genetske spremembe (Jacobs in sod., 2015). 
Skozi desetletja so raziskovalci odkrili in uporabljali različne pristope za nadzor 
kostanjevega raka (Jacobs in sod., 2015): 
i) biološki nadzor, inokulacija ameriškega kostanja s hipovirulentnimi sevi glive 
ii) žlahtnjenje ameriškega kostanja s pomočjo intra- in interspecifičnih metod 
iii) genetske spremembe ameriškega kostanja z uporabo genotipov odpornih na bolezen  
iv) posek (coppices) kostanjevih dreves in razmnoževanje iz panjev (Bounous, 2014) 
Leta 1953 so poročali o naravni remisiji kostanjevega raka v Italiji, kar pa je bila posledica 
pojava oslabelih sevov Cryphonectria parasitica, ki so bili okuženi z dsRNA hipovirusa 
(MacDonald in Fullbright, 1991). Ta fenomen so poimenovali hipovirulenca. 
Hipovirulentni sevi glive lahko postanejo podlaga za biološki nadzor bolezni 
(Anagnostakis, 1977).  
Hipovirulenca je zmanjšanje (oslabitev) virulence glive. Sevi Cryphonectria parasitica, ki 
so okuženi s hipovirusi povzročijo oz. izolirajo poškodovano tkivo s površinskimi 
''obrambnimi'' rakastimi tvorbami, ki niso smrtni za drevesa. V praksi se je razvila metoda, 
ko v in vitro razmerah na gojiščih razmnožijo hipovirulentne oblike kostanjevega raka v 
večjem obsegu. Te seve potem prenesejo na okužena območja, kjer se razrastejo in omejijo 
širjenje bolezni. Učinkovitost prenosa hipovirulentnih oblik bolezni v in vivo razmere je 
močno odvisna od okoljskih razmer. Kljub vsemu, na mnogih območjih v Evropi 
hipovirulenca predstavlja učinkovit nadzor nad širjenjem bolezni. S to metodo so uspeli 
ozdraviti velike gozdne sestoje kostanja v Grčiji, Romuniji in tudi drugod. V Severni 
Ameriki o učinkoviti hipovirulenci poročajo le v Michiganu (Jacobs in sod., 2015). 
Biološki nadzor s hipovirulenco je dejanska možnost preprečitve širjenja kostanjevega raka 
v gozdovih. Velja seveda, da je uspeh z biološkim nadzorom na splošno odvisen od 
okoljskih in bioloških razmer (Milgroom in Cortesi, 2004).  
Že desetletja je znana tudi metoda nasuvanja zemlje ob koreninski vrat dreves, s katero se 
lahko tudi dokaj uspešno bojujemo proti kostanjevemu raku. V povezavi s to metodo 
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drevesa pri tleh pogosto odžagajo, s čimer vzpodbudijo rast močnih poganjkov kostanja iz 
odžaganega debla - panja (taki sestoji odžaganih dreves so znani pod imenom 'coppices'). 
Te poganjke pri osnovi zasujejo z zemljo, kar pogosto prispeva k odpravi glive. Iz razvitih 
poganjkov nato oblikujejo novo drevo (Bounous, 2014). 
Uspešna vzpostavitev novih kostanjevih nasadov je omejena zaradi pomanjkanja odpornih 
genotipov. Veliko ovir omejuje genetsko izboljšanje rodu in razširitev kostanja, vključno s 
pomanjkanjem elitnih genotipov zaradi težavnosti vegetativnega razmnoževanja, visoke 
heterozigotnosti, dolgega juvenilnega obdobja in pomanjkanja markerjev za zgodnji izbor 
potomcev (Litz, 2005). 
Pri žlahtnjenju obstajajo težave z izbiro najboljših staršev iz množice razpoložljivih 
genskih virov in vključitvijo odpornih genov iz različnih azijskih vrst v potomce (Litz, 
2005). 
Propad kostanjevih dreves zaradi črnilovke in kostanjevega raka v Evropi in Ameriki je 
stimuliralo medvrstna križanja (hibridizacijo). Žlahtnjenje kostanja za izboljšanje 
kakovosti oreščkov je začel Van Fleet v Ameriki (1914) in pridobil prve štiri hibride leta 
1903: C. pumila x C. sativa, C. pumila x C. dentata, C. sativa x C. dentata in C. pumila x 
C. crenata. Žlahniteljski programi s križanjem so napredovali zelo počasi zaradi težav 
ugotavljanja stopnje odpornosti in težav povezanih z vegetativnim razmnoževanjem 
križancev. Potem ko je Organizacija za prehrano in kmetijstvo (FAO) leta 1951 ustanovila 
Mednarodno komisijo kostanja z namenom preučevanja in boja proti boleznim kostanja, je 
večina evropskih držav ponovno vzpostavila ali začela z žlahtniteljskimi programi za 
dosego odpornosti na bolezni (Litz, 2005). 
Za kitajski kostanj je znano, da je naravni gostitelj kostanjevega raka in odpornejši na 
poškodbe glive od drugih vrst iz rodu Castanea. Zaradi tega je bil v žlahtniteljskih 
programih, ki so jih zasnovali Burnham in sod. (1986) izbran kot donator odpornosti v 
povratnih križanjih z drugimi vrstami. Odporne gene iz C. mollissima se prenese v C. 
dentata z metodo trikratnega ali večkratnega povratnega križanja (C x F1) kitajskih x 
ameriških križancev z namenom pridobiti na bolezni odporne genotipe iz kitajske dednine, 
ki imajo ohranjene lastnosti ameriškega kostanja (Litz, 2005). 
Anagnostakis in sod. (2011) so v ameriški državi Georgia ugotovili, da so bili 
''chinquapins'' (kostanji z enim samim oreščkom/plodom v bodičastem ovoju namesto treh) 
redko napadeni, zato so križali ameriški kostanj s križancem Ozark chinquapin (C. 
ozarkensis), ki je bil križan s kitajskim kostanjem. Avtorji so ugotovili, da so ameriški in 
kitajski kostanji zelo dovzetni za napade kostanjeve šiškarice in da sta ameriški kostanj in 
Ozark chinquapin dovzetna za kostanjevega raka. Ženski starši križancev, ki so jih 
posadili, so bila štiri različna drevesa ameriškega kostanja, ki so bila polsestre/polbratje. 
Moška starša sta bili dve različni drevesi križancev C. ozarkensis x C. mollissima (Ozark 
chinquapin križan s kitajskim kostanjem; starši Ozark chinquapin in kitajskega kostanja teh 
dveh dreves niso bili enaki). Oba starša sta imela dobro odpornost proti kostanjevemu 
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raku. Potomci tega križanja so imeli nekaj odpornosti proti kostanjevemu raku, kar jim je 
omogočalo preživeti dlje kot občutljivim genotipom. Poleg tega so pričakovali, če se 
odpornost proti napadu šiškarice deduje enostavno, bo morda nekaj potomcev izražalo 
določeno stopnjo odpornosti. Leta 1995 so v North Carolina posadili 93 dreves, na 
območju kjer je šiškarica že bila endemična. Leta 2009 je 36 teh dreves preživelo in 31 od 
njih ni imelo šišk (Anagnostakis in sod., 2011). 
Rezultati pridobljeni v poskusu avtorjev Anagnostakis in sod. (2011) so spodbudili 
nadaljnja križanja s kostanjem ''chinquapin'', z izborom dreves, ki so bila najbolj odporna 
proti napadu šiškarice. Tako so se, odporna drevesa Ozark chinquapins, ki so redko imela 
šiške, začela uporabljati pri križanjih z namenom vnosa odpornosti proti šiškarici v 
komercialne sorte kostanja in v zanimive hibridne vrste (Anagnostakis, 2014).  
Na Japonskem so leta 1947 začeli s selekcijo in žlahtnjenjem genotipov, ki so bili odporni 
proti šiškarici znotraj genskih virov Castanea crenata Siebold & Zucc. in pridobili so štiri 
odporne sorte. Dve od teh sort, 'Tzukuba' in 'Tanzawa' skupaj z odporno sorto 'Ginyose' so 
še vedno najbolj razširjene na Japonskem. Podobne študije so v teku v ZDA, kjer želijo 
raziskovalci s pomočjo alternativnih virov genetskega materiala kot so Castanea 
mollissima Blume, Castanea pumila (L.) Mill. in Castanopsis henry Skan. uvesti nove 
dejavnike odpornosti v ameriški kostanj Castanea dentata Marshall (Dini in sod., 2012). 
O prisotni odpornosti proti kostanjevi šiškarici poročajo tudi pri drugih vrstah rodu 
Castanea (C. mollissima, C. pumila), vendar še ne pri vrsti C. sativa. V raziskavah, ki 
temeljijo na preučevanju odpornosti poudarjajo, da je lahko za odpornost ali toleranco pri 
različnih genotipih kostanja odgovornih več mehanizmov (Dini in sod., 2012). 
2.3    NAJBOLJ RAZŠIRJEN/NEVAREN ŠKODLJIVEC KOSTANJA 
Kostanjeve šiške povzroča osa šiškarica Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, ki je globalni 
škodljivec kostanja (Castanea spp.). Ta škodljivec moti rast s spodbujanjem nastanka šišk 
na mladih poganjkih in listih, kar preprečuje dotok asimilatov v plodove in posledično 
negativno vpliva na kakovost in količino pridelka. Povzroča pa tudi postopno upadanje 
vitalnosti in v končni fazi tudi propad teh dolgoživečih in počasi rastočih dreves (Gibbs in 
sod., 2011). 
Kostanjeva šiškarica (D. kuriphilus) je naraven škodljivec na Kitajskem in je bila leta 1941 
po naključju uvedena na Japonsko in v 25 letih se je hitro razširila po vsej Japonski. Leta 
1958 je bila (D. kuriphilus) opažena v Koreji in v obdobju 37 let se je ta vrsta razširila po 
vsej južni Koreji. Prvič je bila opažena leta 1974 v ameriški državi Georgia in v nekaj letih 
je kolonizirala Severno Ameriko (Gibbs in sod., 2011). 
Do leta 1976 je bilo jasno, da se kostanjeva šiškarica (D. kuriphilus) širi po ZDA. Vendar 
je bilo o širjenju le malo znanega, dokler nista Cooper in Rieske leta 2007 objavila 
temeljiti pregled njene prisotnosti na terenu. O pojavu kostanjeve šiškarice (D. kuriphilus) 
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so leta 1999 poročali v Nepalu in leta 2002 v Italiji. Uvedba tega škodljivca v Italijo je bila 
povezana z uvozom osem kitajskih sort kostanja v Piemonte med letoma 1995 in 1996. Od 
leta 2002 se je kostanjeva šiškarica (D. kuriphilus) širila po Italiji vse do Sicilije in še širše 
v jugovzhodno Francijo. Nato leta 2005 na Korziko, leta 2009 na Madžarsko, leta 2009 v 
Švico in leta 2010 na Hrvaško (Gibbs in sod., 2011). Leta 2005 je bila kostanjeva šiškarica 
najdena v Sloveniji po uvozu mladih okuženih rastlin iz Piemonta leta 2004 (Bosio in sod., 
2010). 
Razpršenost kostanjeve šiškarice na dolge razdalje je posledica trgovanja oz. prenašanja 
napadenega sadilnega materiala. Z matematičnimi modeli so ocenili naravno širjenje 
kostanjeve šiškarice s hitrostjo 8 km na leto, s spremembo, ki niha v razponu 3 - 12 
km/leto, kar prikazuje hitrost naravnega širjenja te vrste v druga območja Evrope (Gibbs in 
sod., 2011). 
Kostanjeva šiškarica je univoltina vrsta, ki ima en rod na leto in se razmnožuje 
partenogenetsko. Zgodnji stadiji ličink prezimijo v notranjosti kostanjevih brstov. V času 
brstenja spomladi, se na novih poganjkih pojavijo zeleno - roza šiške, ki so dolge 5 - 20 
mm. Ličinke se prehranjujejo 20 - 30 dni v šiški pred zabubljenjem. Odvisno od kraja 
(nadmorska višina, izpostavljenost) in sorte kostanja se zabubljenje pojavlja od sredine 
maja do sredine julija, odrasle samice zapuščajo šiške od konca maja do konca julija. 
Samci te vrste niso bili nikoli najdeni oz. odkriti. Samice izležejo v povprečju 3 - 5 jajčec  
v notranjost brsta. Vsaka samica lahko izleže več kot 100 jajčec. Nekateri brsti vsebujejo 
20 - 30 jajčec. Življenjska doba samic je kratka. Približno 10 dni, od katerih je nekaj dni 
preživetih v tunelu oz. kamrici, preden zapustijo šiško. Ličinke se izležejo v 30 - 40 dneh. 
Rast ličink poteka v času jeseni in zime zelo počasi (Dryocosmus kuriphilus, 2005).  
Tvorba šišk je posledica izločkov jajčec ali ličink v rastlinskem meristemskem tkivu. 
Vsaka ličinka se razvije v lastni kamrici. V eni šiški je lahko več kamric. Tako lahko šiške 
vsebujejo eno ali več kamric, ki merijo 5 - 20 mm v premeru, so zelene ali roza barve. 
Razvijejo se na mladih vejah, na listnih pecljih ali na listnih žilah in na bazi moških cvetov. 
Ko odrasla žival zapusti šiško, se šiška posuši, postane podobna lesu in ostane na drevesu 
do dveh let. Medtem ko se šiška zlahka opazi na rastlinah ali delih rastlin, jajčec ali prvega 
stadija ličink znotraj brstov ni mogoče odkriti s preprostimi vizualnimi pregledi 
(Dryocosmus kuriphilus, 2005).  
Z napadom vegetativnih brstov in tvorbo šišk, kostanjeva šiškarica (D. kuriphilus) moti 
rast poganjkov, pretok asimilatov in zmanjšuje pridelek. V komercialnih nasadih in tudi v 
naravnih sestojih se lahko pridelek zmanjša od 50 - 70 %, odvisno od napada. Hude 
poškodbe lahko povzročijo popoln upad pridelka in odmiranje kostanja. Kostanjeva 
šiškarica je še vedno najhujši škodljivec kostanjevih dreves med insekti na svetu 
(Dryocosmus kuriphilus, 2005). Nekateri raziskovalci navajajo, da so hude in ponavljajoče 
nekajletne poškodbe postopoma privedle do upada vitalnosti kostanja in pogosto 
povzročile smrtnost dreves (Bosio in sod., 2010). To lahko potrdimo tudi z našimi obiski 
na terenu, ki smo jih opravili v letih 2015 in 2016, kjer nekateri označeni genski viri oz. 
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genotipi propadajo zelo hitro. Leta 2015 smo popolni propad zasledili pri genotipu iz 
okolice Pedrovega, čemur je botrovala tudi starost drevesa. 
Poškodbe v majhnih nasadih kostanja se lahko zmanjšajo z rezjo in uničevanjem 
poškodovanih poganjkov, vendar pa se komercialni pridelovalci ne poslužujejo tega,  
zaradi stroškov in neobvladljivosti dela. Insekticidi se lahko izkažejo za učinkovite proti 
odraslim samicam in mladim ličinkam, vendar pa so lahko stranski učinki na okolje zelo 
resni (Dryocosmus kuriphilus, 2005). Za večino insekticidov ni verjetno, da zagotavljajo 
dober nadzor nad kostanjevo šiškarico. Prednost pred kontaktnimi sredstvi imajo 
sistemična sredstva zatiranja, ker je večina razvojnih faz (jajčeca, ličinke, bube in del 
obdobja odrasle osice) zavarovanih v šiškah. V preteklosti je bilo izvedenih nekaj 
kontrolnih poskusov, v katerih so uporabili zelo strupene insekticide. Na Kitajskem, na 
primer je bila dobra učinkovitost dosežena s pomočjo injiciranja metanmidofosa in 
ometoata v debla dreves in tudi z razprševanjem diklorvosa, metilparationa in 
metamidofosa (Bosio in sod., 2010). 
V Italiji so Regione Piemonte Plant Health Service v sodelovanju z lokalnimi centri za 
raziskave sadja in zelenjave raziskovali učinkovitost nekaterih insekticidov dovoljenih na 
drugih sadnih vrstah, vendar ne na kostanju. Tretiranja so bila izvedena v različnih 
fenoloških fazah na različnih razvojnih stopnjah insektov za nadzor škodljivcev, tako v 
drevesnicah, kot tudi v mladih nasadih. Nobena od teh tretiranj se niso pokazala kot 
učinkovita zaščita. Ličinke v šiškah so dobro zaščitene in insekticidi, razen sistemičnih, jih 
ne morejo doseči zaradi posebne histološke zgradbe šišk. Samo tretiranja, ki so bila 
opravljena v času pojava odraslih šiškaric, ki so zapustile šiške s kaolinom, mineralnim 
prahom, ki deluje kot fizična pregrada ali z lambda-cihalotrinom, alfa-cipermetrinom in 
etilklorpirifosom z dodatkom mineralnega olja, so prispevala k manjšim poškodbam 
rastlinskega tkiva in povečanju umrljivosti samic in zmanjšanju pojava jajčec v brstih. Ti 
rezultati so bili pridobljeni na mladih rastlinah, gojenih v lončkih. Vendar pa je bilo 
potrebnih pet do šest tretiranj za zaščito rastlin med letalno fazo šiškarice. To pomeni, da 
bi bilo na večjih drevesih to zelo draga in za okolje onesnažujoča tehnika. Poleg tega je 
potrebno upoštevati tveganje usmrtitve opraševalcev in strupenih ostankov v medu, saj se 
lahko prva tretiranja tudi prekrivajo s časom cvetenja kostanja. Tako je očitno, da bi 
kemična kontrola predstavljala večje tveganje kot prednosti. Zato so se v regiji Piemonte 
odločili slediti Japoncem in izbrali biološki nadzor (Bosio in sod., 2010). 
Trenutno ni nobenih učinkovitih fitofarmacevtskih sredstev za nadzor tega škodljivca. Po 
drugi svetovni vojni so japonski sadjarji izbrali sorte kostanja z nekaj odpornosti, vendar 
pa je škodljivec razvil nov sev za premagovanje te odpornosti (Dryocosmus kuriphilus, 
2005). 
Strog nadzor transporta okuženega rastlinskega materiala bo zmanjšal širjenje šiškarice na 
dolge razdalje na nova območja v Evropi, vendar pa so na voljo omejene možnosti za 
upravljanje obstoječih populacij škodljivca in za zmanjšanje obsega njihovega vpliva. Ker 
so faze ličink in bub škodljivca zaščitene znotraj šišk je običajna kemična zaščita zelo 
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neučinkovita. Razvoj odpornih sort Castanea spp. je rešitev za nove nasade kostanja in ne 
rešuje napadenih obstoječih populacij (Gibbs in sod., 2011).   
Kostanjeva šiškarica velja za enega najhujših škodljivcev kostanja po vsem svetu, vendar 
kljub temu ni bila vključena v evropski seznam karantenskih škodljivih organizmov 
(Direktiva Sveta 2002/89/ES ..., 2002). Leta 2003, po izdelavi posebne ocene tveganja 
(PRA, pest risk assessment) je bila dodana v EPPO A2 seznam ukrepov, ki vključuje 
škodljivce lokalno prisotne v EU. EPPO državam članicam priporoča, da se šiškarico 
obravnava kot karantenskega škodljivca za preprečitev vnosa in širjenja na druga območja 
(Bosio in sod., 2010). 
Potreba po nadzornih ukrepih, kot je regulacija aktivnosti v nasadih in komercializacija 
mladih rastlin kostanja, predvsem sadilnega materiala, je bila sprejeta z ministrskim 
odlokom, ki jo je izdala italijanska vlada 23. februarja leta 2006, ki opisuje obvezne ukrepe 
za nadzor škodljivcev. Leta 2006 je tudi Komisija evropske skupnosti izdala odločbo 
2006/464/CE o »začasnih nujnih ukrepih za preprečevanje vnosa in širjenja populacije 
kostanjeve šiškarice (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu)«. Leta 2007 je italijanska vlada 
izdala nacionalno zakonodajo in jo uskladila z EU odločbo (Bosio in sod., 2010). 
Uradni ukrepi v Italiji predvidevajo letne raziskave ozemlja, kot so monitoring, 
vzpostavitev razmejenih območij, proizvodnjo mladih rastlin kostanja – sadilnega 
materiala na neokuženih območjih in omogočanje prenašanja rastlin le če jih spremlja 
fitosanitarni certifikat. Poleg tega morajo komercialni pridelovalci rastlin kostanja za 
sajenje obvestiti lokalne fitosanitarne službe o prenašanju rastlin in cepljenk, vključno s 
podrobnostmi kupcev (Bosio in sod., 2010). 
V nekaterih delih Kitajske, kjer je škodljivec naravno prisoten se populacije kostanjeve 
šiškarice vzdržujejo v majhnem številu, verjetno zaradi naravnih sovražnikov, vendar je 
bilo malo objavljenega in znanega o alternativnih virih smrtnosti škodljivca na teh 
območjih (Gibbs in sod., 2011). 
2.3.1    Naravno zatiranje kostanjeve šiškarice 
V svojem naravnem območju na Kitajskem je kostanjeva šiškarica nadzorovana s strani 
naravnih sovražnikov, zlasti domorodnih kožekrilnih parazitoidov. Veliko novih 
parazitoidov, ki parazitirajo kostanjevo šiškarico je bilo pred kratkim opisanih na 
Kitajskem, Japonskem in v Koreji; npr. Torymus sinensis, Torymus beneficus, 
Megastigmus maculipennis, Megastigmus nipponicus (Chalcidoidea: Torymidae), Ormyrus 
flavitibialis (Ormyridae) in drugi (Yasumatsu in Kamijo, 1979). Nekateri izmed teh 
parazitov so se izkazali za zelo učinkovite (Dryocosmus kuriphilus, 2005).  
Parazitoidna osa Torymus sinensis Kamijo je bila spuščena kot biološko kontrolno sredstvo 
za nadziranje populacije šiškarice v Severni Ameriki, na Japonskem in v Evropi. 
Parazitoidne samice poiščejo šiške kostanjeve šiškarice zgodaj spomladi z uporabo 
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vizualnih in vohalnih organov in izležejo jajčeca v kamrice, ki vsebujejo razvijajoče se 
ličinke osice škodljivca. Parazitoidne ličinke se hranijo z ličinkami kostanjeve šiškarice in 
ostanejo v notranjosti šišk dokler ne zrastejo in zapustijo kamrice naslednjo pomlad 
(Graziosi in Rieske, 2015). 
T. sinensis je naravna vrsta na Kitajskem in avtorji Moriya in sod. so leta 2003 poročali, da 
je to edini kitajski parazitoid vrste kostanjeve šiškarice, ki je doslej znan in je hkrati 
gostiteljsko specifičen ter fenološko dobro sovpada s kostanjevo šiškarico.  
Samice parazitoidne osice (T. sinensis) izležejo jajčeca v novo nastalih šiškah kostanjeve 
šiškarice (D. kuriphilus) zgodaj spomladi in ličinka parazitira, se hrani z zrelimi ličinkami 
gostitelja do zabubljenja vse do pozne zime. V letih 1979 in 1981 so 260 samic T. sinensis 
(iz približno 5000 šišk kostanjeve šiškarice uvoženih iz Kitajske) kot biokontrolo spustili 
na japonska kostanjeva drevesa na raziskovalni postaji v provinci Ibaraki. Do leta 1989 se 
je populacija T. sinensis povečala za 25-krat in je postala najpogostejša skupina 
parazitoidov lokalne kostanjeve šiškarice. Po tej razširitvi se je parazitoidna T. sinensis 
uspešno razširila po območjih z japonsko populacijo kostanjeve šiškarice in dosegla 
učinkoviti biološki nadzor. Parazitoidno osico T. sinensis so tudi spustili v ameriško državo 
Georgia v poznih sedemdesetih letih, kjer je sledila šireči se populaciji kostanjeve šiškarice 
v Severno Ameriko, kjer se je zmanjšalo število poškodovanih poganjkov, kar je 
zagotovilo učinkovit biološki nadzor (Gibbs in sod., 2011). 
Vendar pa nekateri viri navajajo, da vnešeni naravni parazitoidi na Japonskem in v ZDA 
ter zelo verjetno tudi v Evropi, ne bodo zagotovili dobrega nadzora kostanjeve šiškarice, 
saj niso specifični ali ne sovpadajo z življenjskim ciklusom škodljivca (Dryocosmus 
kuriphilus, 2005). 
Po uspehu na Japonskem in Severni Ameriki so predhodne študije o razširitvi parazitoidne 
osice T. sinensis izvedli v letih 2003 in 2004 tudi v Italiji z uporabo uvoženih parazitoidnih 
japonskih šišk D. kuriphilus. V teh začetnih raziskavah je fenološka neusklajenost med 
pojavom odraslih parazitoidnih T. sinensis in razvojem lokalnih kostanjevih šiškaric D. 
kuriphilus (zaradi temperaturnih razlik, ki so se pojavile med prenosom) pomenila, da 
parazitoidne osice ne morejo sprostiti na prosto. Namesto tega so bili uporabljeni tudi 
vedenjski poskusi in ti so pomagali izboljšati kasnejša prizadevanja pri nadzorovanju 
odraslih samic. Leta 2005 je bilo iz Japonske uvoženih več kostanjevih šišk D. kuriphilus. 
Njihov razvoj so upočasnili z umetnim hlajenjem. To je omogočilo umetno sinhronizacijo 
pojava uvoženih odraslih parazitoidnih T. sinensis s populacijami kostanjeve šiškarice D. 
kuriphilus in nato so samice parazitoidne osice T. sinensis spustili na tri s kostanjevo 
šiškarico D. kuriphilus napadena mesta v Italiji. Po uspešni sinhronizaciji parazitoidne 
osice T. sinensis na vseh treh mestih je bil nadaljnji program gojenja zastavljen tako, da je 
spodbudil sprostitev parazitoidne osice T. sinensis na dodatna napadena mesta v Italiji 
(Gibbs in sod., 2011). 
Vendar pa je še prezgodaj, da bi lahko ocenili dolgoročno učinkovitost biološkega nadzora 
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parazitoidne osice T. sinensis nad italijanskimi populacijami kostanjeve šiškarice D. 
kuriphilus. Uspešen nadzor bi pomenil zmanjšanje poškodb kostanja na manj kot 30 % 
(Gibbs in sod., 2011). 
Regulacija populacije kostanjeve šiškarice D. kuriphilus z uporabo parazitoidne osice T. 
sinensis je lahko uspešna, čeprav njena učinkovitost na nedavno napadenih območjih 
(Severna Amerika, Japonska, Evropa) in v daljšem časovnem obdobju ni zanesljivo 
potrjena. Poleg tega kostanjeva šiškarica D. kuriphilus izbere naravne parazitoide, medtem 
ko se populacije osic razširjajo na novo napadla območja, kar pa lahko vpliva na stanje 
škodljivcev in učinkovitost T. sinensis kot regulatorja populacije (Graziosi in Rieske, 
2015). 
Potrebna razprava in potrditev uspešnosti parazitoidne osice (T. sinensis) kot izvedljivi 
možnosti biološkega nadzora kostanjeve šiškarice (D. kuriphilus) v centralni Evropi je 
neobhodno potrebna. Predlagano je bilo, da je potrebno nameniti več pozornosti določanju: 
(i) pogojev pod katerimi lahko parazitoidna osica (T. sinensis) napade alternativno nativno 
gostiteljsko kostanjevo šiškarico in (ii) verjetnosti križanja obeh rodovov. Obe vprašanji 
sta osrednjega pomena za napovedovanje širjenja spuščene parazitoidne osice (T. sinensis) 
in za oceno okoljskih tveganj povezanih z bolj razširjeno sprostitvijo te vrste v Evropi 
(Gibbs in sod., 2011). 
2.3.2    Ocena okoljskega tveganja 
Celovita ocena okoljskega tveganja temelji na ugotavljanju in vrednotenju potencialnih 
tveganj povezanih s sprostitvijo načrtnega razširjanja naravnega sovražnika in z razvojem 
načrta za zmanjšanje tveganj. Zadnji korak pred uvedbo načrtnega razširjanja predstavlja 
opredelitev, ocena in pretehtanje vseh negativnih in pozitivnih učinkov v smislu ocene 
koristi, tveganja in stroškov (Gibbs in sod., 2011). 
Prvo vprašanje glede ocene okoljskega tveganja se nanaša na izvor in namen uporabe 
biološkega nadzornega sredstva. Potrebno je oceniti obseg pojavljanja parazitoidne osice 
(T. sinensis) in se odločiti ali lahko napade neciljne vrste. Prejšnje študije so pokazale, da 
so osice, ki povzročajo šiške na hrastu, napadene s podobnimi parazitoidi, tako da obstaja 
splošno tveganje, da bi parazitoidna osica (T. sinensis) prešla na avtohtone osice, ki so v 
sorodu s kostanjevo šiškarico (D. kuriphilus), vključno z avtohtonimi vrstami iz rodu 
Dryocosmus, ki povzročajo šiške na hrastu. Trenutni podatki gojenja in spremljanja na 
Kitajskem kažejo, da je parazitoidna osica (T. sinensis) zelo specifična za kostanjevo 
šiškarico (D. kuriphilus). Potrebno je opozoriti, da je takšna očitna monofagija izjemna 
med vrsto parazitoidov, ki napadajo šiške (Gibbs in sod., 2011). 
Dve nedavni oceni parazitoidne osice (T. sinensis) kot kandidata biološkega nadzora sta 
pokazali na več pomanjkljivosti pri našem poznavanju biologije te vrste: (i) poznavanje 
območij neciljnih gostiteljev in (ii) tveganje križanja z avtohtonimi vrstami znotraj rodu 
Torymus (Gibbs in sod., 2011). 
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Ključno vprašanje za napad neciljnih gostiteljev je njihova sezonska fenologija in zato bi 
lahko parazitoidna osica (T. sinensis) napadla še druge gostitelje poleg kostanjeve šiškarice 
(D. kuriphilus). Če bi T. sinensis lahko potrdili kot specifičen parazitoid, ki ne napada 
neciljnih vrst, potem bi ga lahko šteli kot kandidata za biološki nadzor kostanjeve šiškarice 
(D. kuriphilus) zunaj sedanjega obsega. Nasprotno, če ima parazitoidna osica (T. sinensis) 
širši gostiteljski krog, bi jo šteli kot preveč tvegano za sprostitev in primerno za biološki 
nadzor v drugih delih Evrope (Gibbs in sod., 2011). 
Možno križanje biološkega nadzornega organizma z avtohtonimi vrstami se šteje kot 
okoljsko tveganje za neciljne vrste in je na splošno grožnja za avtohtono biotsko 
raznovrstnost. Teoretično se lahko insekti, uvedeni kot biološka kontrola križajo z 
avtohtonimi vrstami. Treba je omeniti, da edini, do sedaj poročani primer te vrste vključuje 
T. sinensis in japonsko avtohtono vrsto Torymus beneficus Yasumatsu in Kamijo. Sumili 
so na možnost križanja, kar so potrdili z uspešnim križanjem T. sinensis in T. beneficus v 
laboratoriju za pridobivanje fertilnih hibridnih samic. Hibride so našli tudi na terenu in z 
molekulskimi markerji so dokazali njihov hibridni izvor (Gibbs in sod., 2011). 
Temeljito izdelana ocena tveganja bi lahko potrdila oz. ovrgla nevarnost uvedbe razširitve 
T. sinensis, ki bi odtehtala tveganje, povezano z uporabo drugih možnosti nadzora 
(kemična kontrola). Več podrobnosti je potrebno nameniti določanju: (i) razmer pod 
katerimi bi T. sinensis napadla alternativne gostitelje in (ii) verjetnosti križanj z 
avtohtonimi vrstami iz rodu Torymus. Potrebno je narediti specifične teste gostitelja, 
vendar pa se ti testi nanašajo samo na neposredne učinke. Potrebno je tudi upoštevati druge 
dejavnike, kot so: vrsta gostitelja, ki se uporabi, obnašanje gostitelja na določenem 
območju, lokacija šiške na gostiteljski rastlini in fenologijo, saj lahko ti dejavniki vplivajo 
na izid in zanesljivost testov specifičnosti gostitelja. Na splošno pa trenutni podatki kažejo, 
da bi sprostitev T. sinensis lahko imela širok spekter možnih vplivov in zato je pomembno, 
da se vse preuči pred nadaljnjo sprostitvijo T. sinensis v Evropo (Gibbs in sod., 2011). 
2.4    VEGETATIVNO RAZMNOŽEVANJE KOSTANJA 
Kostanj je uvrščen med vrste, ki se težko koreninijo in cepljenje je najpogostejša 
razmnoževalna tehnika. V zadnjem času so izboljšali metodi grebeničenja in 
razmnoževanja s potaknjenci, kar pogosto uporabljajo v nasadih za razmnoževanje 
evropsko-japonskih hibridov (Bounous, 2005). 
Vegetativno razmnoževanje kostanja je bilo opisano v mnogih študijah (Viéitez E., 1974; 
Keys, 1978; Galic in Dale, 2014; Osterc in sod., 2005).  
Izbrane cepiče/poganjke kostanja je preprosto cepiti na sadike iste sorte ali na klonske 
hibridne podlage. Cepljenje je sicer zamudno in obstajajo resni problemi z občutljivostjo 
za bolezni sejancev in kompatibilnostjo med cepičem in podlago. Slednje lahko pomeni 
kasnejši propad sadike zaradi neuspele cepilne zveze, predvsem pri izboru kitajskega 
pravega kostanja (C. mollissima) kot podlage ali pri cepljenju hibridov na nehibridne 
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podlage. Uspešnost proizvodnje kostanjevih sadik z uporabo metode grebeničenja je 
vprašljiva, saj se kostanj težko korenini (Litz, 2005). 
Grebeničenje se uporablja predvsem za komercialno proizvodnjo evropskih in japonskih 
sort kostanja in hibridov odpornih na črnilovko. Grebeničenje je dolgotrajen postopek in 
zahteva veliko število matičnih rastlin in prostora. Za koreninjenje je potrebna ranitev 
skorje ali floemskega dela (pri mlajših poganjkih) poganjka in/ali aplikacija avksina. Poleg 
tega je možna klonska razlika pri odzivu nastanka. Koreninjenje potaknjencev je 
potencialno najbolj stroškovno učinkovita metoda za množično proizvodnjo izbranih 
klonov kostanja; vendar pa je bilo koreninjenje kostanjevih potaknjencev večinoma 
neuspešno in inkonsistentno več let. Zdi se, da je odzivnost koreninjenja potaknjencev 
kostanja tesno povezano z juvenilnostjo (Viéitez E, in Viéitez A.M., 1976; Gesto in sod., 
1981; Vázquez in Gesto, 1982; Viéitez A. in sod., 1987). Potaknjenci pridobljeni iz 
odraslega kostanja težko koreninijo, čeprav je bilo nekaj uspeha z uporabo etiolacije, kot 
predobdelave matične rastline. Viéitez, E. (1992) navaja morfološke dejavnike in 
biokemijske procese v korelaciji s slabim koreninjenjem potaknjencev kostanja.  
Podobno kot metoda grebeničenja je tudi metoda razmnoževanja z zelenimi potaknjenci 
perspektivna metoda razmnoževanja kostanja, saj gre pri obeh metodah za avtovegetativni 
metodi, kar pomeni, da se v procesu razmnoževanja izognemo ranjenju sadik. Ker z 
razmnoževanjem ne povzročamo ran, je takšen način razmnoževanja zelo dobrodošel, saj 
pomeni kakovostno obrambo pred okužbami z glivičnimi boleznimi (npr. kostanjev rak), ki 
so paraziti ran. V zadnjih letih je bila metoda razmnoževanja pravega kostanja z zelenimi 
potaknjenci optimizirana do te mere, da je uspešnost razmnoževanja in nadaljnjega gojenja 
sadik ekonomsko upravičena. Metoda temelji na uporabi kakovostnega matičnega 
materiala ter uporabi sistema meglenja, kot oroševalnega sistema. S to metodo je prvič 
uspelo uspešno koreniti tudi zelo dolge potaknjence, kar je z vidika nadaljnjega gojenja 
kostanja, ki velja za zelo počasi rastočo vrsto, izjemno pomembno (Osterc in sod., 2009; 
Osterc in Štampar, 2008). 
2.4.1    Mikropropagacija 
Odkar je bilo objavljeno prvo poročilo o in vitro tehnikah uporabljenih na kostanju je bilo 
opravljenih veliko študij, ki vključujejo in vitro kultivacijo tega drevesa. Zgodnje študije 
obravnavajo fiziologijo interakcij med gostiteljem in patogenom, kulturo zarodka in 
morfogenezo. Neuspešnost učinkovitega načina množičnega razmnoževanja izbranih 
genotipov je označila mikropropagacijo kot primarno metodo. Objavili so poskuse 
mikropropagacije, ki vključuje proliferacijo aksilarnih poganjkov iz juvenilnih tkiv in 
koreninjenje izoliranih poganjkov C. sativa, C. dentata in C. mollissima. Ti rezultati so 
dali/zagotovili podlago za mikropropagacijo z uporabo drugih juvenilnih tkiv C. sativa, C. 
mollissima in C. dentata (Litz, 2005). 
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Mikropropagacija zagotavlja koristno orodje za ohranjenje genskih virov kostanja. Viéitez 
A.M. in sod. (1986) so proučevali metode mikropropagacije različnih vrst in križancev 
kostanja z uporabo juvenilnega in zrelega materiala in opisali sestavo uporabljenih gojišč 
ter okoljske razmere potrebne za vsako fazo dela. Viéitez A.M. in sod. (2007) so leta 2007 
objavili metodo mikropropagacije Castanea sativa. Avtorji navajajo, da je izvor izsečka iz 
nodijske kulture zrelih dreves ključnega pomena za uspešno iniciacijo poganjkov kostanja. 
Najboljši rezultati so bili doseženi iz fiziološko pomlajenega materiala, npr. stranskih 
poganjkov, koreninskih izrastkov in izrastkov iz debla ali poganjka, ki so bili porezani 
nazaj ali pomlajeni (Litz, 2005). 
V bistvu se in vitro kultura uporablja pri razmnoževanju aksilarnih poganjkov ali brstov. 
Kot možnost vegetativnega razmnoževanja se uporablja tudi somatska embriogeneza 
predvsem pri genetskem inženiringu. In vitro kultura temelji na vzpostavitvi aksilarnih 
poganjkov ali brstov iz juvenilnega ali zrelega materiala. Po večih subkulturah, ki jih 
dobimo z in vitro razmnoževanjem so nekateri mikro-potaknjenci sposobni koreniniti, nato 
sledi aklimatizacija (Pereira-Lorenzo in Ramos Cabrer, 2007). 
Uporabnost mikropropagacije gozdnega drevja je omejena z učinkovitostjo vegetativnega 
razmnoževanja izbranih vrst in tudi posameznih dreves oz. genotipov. Kot je znano obstaja 
več gozdnih vrst, za katere še ni bila dosežena uspešna vzpostavitev in vitro kulture iz 
odraslih/zrelih dreves. Juvenilna drevesa se na splošno enostavno klonira z običajnimi 
tehnikami (Ballester in sod., 1990). Učinkovitost mikropropagacije je odvisna tudi od 
posameznega genotipa (Litz, 2005). 
Prehod iz juvenilnosti v zrelost se pogosto pojavi postopoma in nekateri deli sicer 
odraslega drevesa lahko zadržijo mlade ali prehodne značilnosti več let. Material te vrste 
vključuje stranske poganjke, koreninske izrastke in izrastke iz debla ali poganjka, ki so bili 
pomlajeni. Iz tega materiala je na splošno lažje vzpostaviti in vitro kulturo kot pa iz 
enoletnih poganjkov iz zunanjega dela krošnje istega drevesa (Ballester in sod., 1990). 
Viéitez A.M. in sod. (1985) so dosegli in vitro regeneracijo kostanja in hrasta z uporabo 
tkiv iz juvenilnih dreves in poganjkov iz debla predhodno nazaj porezanih odraslih dreves . 
Zelo težko je bilo vzpostaviti in vitro kulturo iz materiala pridobljenega iz zgornjih vej 
odraslih dreves. Vendar pa odrasla drevesa nimajo vedno materiala z juvenilnimi 
značilnostmi in v takih primerih mora biti odraslo tkivo rejuvenilizirano na način ki 
omogoča vzpostavitev in vitro kulture in regeneracijo (Ballester in sod., 1990). 
2.4.1.1    Koreninjenje 
Tvorba korenin je bistven korak pri vegetativnem razmnoževanju, tudi pri 
mikropropagaciji. Potaknjenci, ki ne tvorijo korenin so izgubljeni oz. izločeni iz 
nadaljnjega dela. Raziskovalci so razvili nove pristope koreninjenja, ki obravnavajo učinke 
rastnih regulatorjev s kratko izpostavljenostjo raztopini z visoko koncentracijo avksina ali 
z namakanjem/potapljanjem v hormonski prašek za koreninjenje (Pop in sod., 2011).  
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Sposobnost rastlin, da se lahko razmnožujejo vegetativno določa izredna plastičnost 
rastlinskih celic, ki se diferencirajo in nato rediferencirajo in oblikujejo nove organe (npr. 
poganjke ali korenine), iz katerih se bo sčasoma razvila nova rastlina. Regeneracija 
poganjkov iz segmenta rastline oz. izsečka npr. rezano steblo ali listi in nato razvoj novih 
korenin je nujno potrebno, da bi lahko le ti rastli neodvisno od matične rastline (Pacurar in 
sod., 2014). 
Študije so pokazale, da je nastanek korenin dedna kvantitativna lastnost, nadzorovana z 
večimi endogenimi in okoljskimi dejavniki. Med njimi so najbolj pomembni hormoni, 
predvsem avksini, svetloba, temperatura in mineralna prehrana (Pacurar in sod., 2014). 
Avksini, citokinini, giberelini, abscisinska kislina in etilen predstavljajo pet klasičnih 
rastlinskih hormonov. Tvorba korenin je proces spodbujen s strani okoljskih in endogenih 
dejavnikov, kot so temperatura, svetloba, hormoni (predvsem avksini), sladkorji, mineralne 
soli in druge molekule. Fitohormoni imajo neposredne (sodelujejo pri delitvi celic in 
celični rasti) in posredne (interakcije z drugimi hormoni ali molekulami) učinke na rastline. 
V zadnjih letih je bila prikazana množica modelov, ki obravnavajo rastlinske hormone z 
vidika nadzora razvoja korenin oz. rastlin (Pop in sod., 2011).  
Avksinom in etilenu se pogosto pripisuje vloga aktivatorjev, medtem ko se citokinine in 
gibereline obravnava kot inhibitorje tvorbe korenin, čeprav so bili opaženi tudi nekateri 
pozitivni učinki. Široko uporabljeni viri fitohormonov za koreninjenje potaknjencev so 
IBA, NAA, IAA in komercializirani/sintetični spodbujevalci koreninjenja (Pop in sod., 
2011). 
Avksini naj bi imeli osrednjo vlogo pri spodbujanju nastanka korenin, pri čemer so naravni 
avksini in sintetični analogi najmočnejši eksogeni spodbujevalci koreninjenja, in se jih 
uporablja v praksi za koreninjenje potaknjencev pri različnih vrstah (Pacurar in sod., 
2014). Avskini so skupina triptofanovih signalnih derivatov ki so vključeni v rast in razvoj 
rastlin. Avksin ima, poleg pomembne vloge pri nadzoru rasti in razvoju rastlin, tudi velik 
vpliv na zgodnjo fazo embriogeneze, oblikovanju apikalnega meristema, razvejanosti 
rastlinskih nadzemnih delov (apikalna dominanca), oblikovanju glavne korenine, iniciaciji 
lateralnih in naključnih korenin. Avksini se predvsem sintetizirajo v mladih listih in se 
aktivno prenašajo v druga tkiva za usklajevanje rasti in razvoja ter olajšanje odzivov na 
okoljske spremembe (Pop in sod., 2011). 
Praktična uporaba avksinov za koreninjenje je postala uporabna, ko so odkrili, kako 
delujejo, v primeru dodajanja na površino prereza potaknjencev. Po odkritju IAA, IBA in 
NAA, so jih tudi za potrebe in vitro gojenja začeli kemično sintetizirati. Njihovo 
sposobnost indukcije korenin sta odkrila Zimmerman in Wilcoxon (1935). IBA se 
uporablja za koreninjenje pri komercialnem pridobivanju sadik, sledijo ji IAA in NAA ter 
kemični analogi z avksinom podobnimi značilnostmi (Pop in sod., 2011). IBA je v praksi 
širše uporabljena snov, zaradi lastnosti, ki ji omogočajo večjo stabilnost na svetlobi kot 
IAA (Pacurar in sod., 2014). 
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Proces razvoja korenin sestoji iz treh zaporednih, vendar soodvisnih fizioloških faz: (1) 
indukcija, (2) iniciacija in (3) ekspresijska faza. Faze koreninjenja, ki se med seboj 
razlikujejo, imajo različne hormonske zahteve. Do dediferenciacije pride v lag obdobju 
(prilagoditveno obdobje) in takrat so celice odzivne na avksin. Koreninski zametki se 
oblikujejo iz celic med žilnimi stiki, ki kopičijo škrob prvih 24 h. Med 72 - 96 h aktivirane 
celice postanejo sposobne za oblikovanje koreninskih zametkov s pomočjo rizogene 
aktivnosti avksina v indukcijski fazi, ko avksinski pulzi povzročijo največjo število korenin 
(Pop in sod., 2011).  
Fiziološke faze koreninjenja so prav tako povezane s spremembami koncentracij 
endogenih avksinov. Velika koncentracija endogenih avksinov je običajno povezana z 
veliko nastalimi koreninami na začetku procesa koreninjenja. Za avksine se je pokazalo, da 
so učinkoviti spodbujevalci nastanka korenin pri mnogih lesnatih vrstah in se ponavadi 
sintetizirajo v vrhovih stebel in listih ter so nato preneseni na območje delovanja. Pri 
uporabi eksogenih avksinov na potaknjencih, endogene koncentracije avksina dosežejo vrh 
po ranitvi, kar sovpada z začetkom procesa koreninjenja (Pop in sod., 2011). 
Pri lesnatih rastlinah, večina raziskav dokazuje, da ob normalnem poteku koreninjenja, 
nivo endogenega avksina v območju razvoja korenin najmočneje naraste ravno v času 24 h 
po začetku razmnoževanja (Nag in sod., 2002; Štefančič in sod., 2006). V praksi se je, že 
kmalu po prvih komercialnih sintezah avksinskih snovi v 50-tih letih 20. stoletja razvila 
praksa dodajanja teh snovi (eksogeni avksini) na bazo poganjkov (potaknjencev), ki jih 
razmnožujemo, neposredno pred začetkom razmnoževanja. S tem tehnološkim ukrepom 
skušamo v praksi dvigniti nivo endogenega avksina na željeno raven, za optimalen razvoj 
koreninskega sistema (Osterc in Rusjan, 2013). Vendar pa raziskave kažejo, da je že rahlo 
prevelika koncentracija prostega endogenega avksina v prvem dnevu po potiku lahko 
toksična za nadaljnji razvoj koreninskega sistema (Štefančič in sod., 2005). Raziskave so 
sicer dokazale, da se večji del eksogeno dodanega avksina zelo hitro pretvori 
(metabolizira) v druge snovi in da ga zelo malo ostane v prosti obliki, ki prispeva k 
skupnemu deležu endogenega avksina. Za nadaljnji razvoj koreninskega sistema je pri tem 
ključno kateri metaboliti pri tem nastanejo (Osterc in Štampar, 2011; Osterc in sod., 2016).  
Na histološki ravni škrobna zrnca, ki so prisotna prvih 24 h se v naslednjih 24 h razgradijo, 
do prvih delitev celic pride v prvih 48 h in po 96 h so že prisotni meristemoidi. Avksin po 
96 h ni potreben in koncentracije, potrebne za tvorbo meristemoidov (meristemi, ki 
nastanejo iz kambijskih celic pri lesnatih rastlinah) postanejo v tej fazi inhibitorne. 
Meristemoidi se razvijejo v koreninske zametke in kasneje v korenine med diferenciacijsko 
fazo.  
Čeprav je repnjakovec (Arabidopsis) enoletna zelnata rastlina in se ne razmnožuje 
vegetativno je bila v zadnjem desetletju v veliki meri uporabljena pri razvozlavanju 
molekulskih mehanizmov, ki kontrolirajo nastanek korenin. Razvita je bila različna 
metodologija, ki poudarja vlogo avksinov kot ključnih dejavnikov za nastanek korenin. Za 
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učinkovito delovanje avksinov je potrebno hormonsko ravnotežje z ostalimi hormoni, tudi 
citokinini (Pacurar in sod., 2014). 
Pomemben dejavnik, ki omejuje klonsko razmnoževanje lesnatih vrst je z zorenjem in 
starostjo povezana sposobnost koreninjenja. Zrela in mlada – juvenilna tkiva iz istega vira 
rastline imajo lahko celo različne odzive na dodan avksin (Pijut in sod., 2011). Te rezultate 
je mogoče pojasniti z epigenetskimi spremembami do katerih pride med procesom zorenja. 
Še več, potaknjenci kostanja (Castanea sativa) iz zrelih dreves imajo povišan nivo 
metilacije DNA v primerjavi s potaknjenci iz juvenilnih dreves (Hasbun in sod., 2007).   
Aktivno oglje se pogosto uporablja v tkivnih kulturah za izboljšanje rasti in razvoja. Vpliv 
oglja na rast in razvoj celic je predvsem pripisati njegovi sposobnosti absorbcije 
inhibitornih snovi v gojišču, drastičnemu zmanjšanju fenolne oksidacije ali akumulacije 
rjavih eksudatov, posledični spremembi pH gojišča ter ohranitvi optimalnih pogojev za 
morfogenezo. Aktivno oglje tudi ustvari temno okolje v gojišču in simulira pogoje tal. 
Poročali so, da aktivno oglje v kombinaciji z avksinom ali brez, inducira koreninjenje 
mikropropagiranih poganjkov pri večih rastlinah. Iz objavljenih del je bilo potrjeno, da 
aktivno oglje igra pomembno vlogo pri rastlinskih tkivnih kulturah. Na več načinov 
izboljšuje in vitro morfogeni odziv tkiv. Vendar pa so na voljo tudi negativni rezultati o 
aktivnem oglju. Iz literature je razvidno, da se potrebna/ustrezna koncentracija aktivnega 
oglja v tkivni kulturi močno razlikuje pri različnih rastlinah v razponu od 0,002 – 150 g/l. 
Koncentracija je lahko povezana z različnimi rastlinskimi vrstami, gojišči, izsečki, 
namenom itd. Promotorna ali inhibitorna vloga aktivnega oglja je odvisna od številnih 
dejavnikov. Raziskovalci so mnenja, da na odziv vpliva neselektivna absorbcija snovi, 
predvsem hormonov prisotnih v gojiščih zaradi aktivnega oglja. Prav tako ni jasno, katere 
snovi se sprostijo v gojišče iz aktivnega oglja, ki so naravno prisotne v njem. Zato se je 
potrebno osredotočiti na točno določen mehanizem delovanja aktivnega oglja v rastlinskih 
tkivnih kulturah in ga dodajati zelo specifično (Thomas, 2008).  
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3    MATERIALI IN METODE 
3.1   RASTLINSKI MATERIAL 
Rastlinski material, poganjke z zimskimi brsti, za zasnovo tkivne kulture smo nabrali v 
naravnih rastiščih pravega kostanja na različnih območjih Slovenije: Vipavska dolina 
(Štjak, Pedrovo, Vitovlje), Pohorje (Kozjak), Prekmurje (Sobota), Bela Krajina 
(preglednica 1 in slika 1). Ocenjena starost matičnih dreves je 80 - 120 let. Vsa drevesa so 
bila ob vzorčenju poškodovana zaradi napada kostanjeve šiškarice (slika 2C). Nekatera 
drevesa so imela dolge veje z lepimi/vitalnimi brsti (Š2), druga pa so imela kratke in 
posušene veje s poškodovanimi brsti (V1, V2), kar se je kasneje odražalo tudi v tkivni 
kulturi. Rastlinski material v Vitovlju (slika 1A) smo nabrali iz dveh cepljenih dreves, 
starih približno 80 - 100 let. Poganjke 14 genotipov z zimskimi brsti smo prvič vzorčili 
marca 2015 in jih ustrezno označili. Material izvira iz izbranih, označenih dreves, katerih 
plodovi ustrezajo določenemu fenotipu po obliki, velikosti, strukturi teste in plitvim 
utorom oz. odsotnosti prekatov v endospermu ter kvaliteti. Izbrali smo eno ali večletne 
poganjke odvisno od možnosti dostopa do drevesa in na drevo. Poganjki, ki smo jih 
narezali so bili iz zgornjega dela krošnje ali iz baze debla. Dali smo jih za 10 do 14 dni v 
vodo v rastlinjak dokler se brsti niso odprli in izdolžili. Izdolžene aksilarne in lateralne 
brste na poganjkih smo uporabili kot vir izsečkov za zasnovo in vitro kulture in postopke 
regeneracije (slika 2A in B). Sledilo je površinsko razkuževanje izdolženih 
brstov/poganjkov in rezanje na 1 - 1,5 cm nodijske izsečke ter inokulacija na gojišče za 
regeneracijo. Opravili smo več subkultivacij, z namenom razmnožiti čimveč vitalnih 
poganjkov za poskuse koreninjenja in aklimatizacije.  
Sedem genotipov z oznako Š4, A, Š1, Š3, V2, K in B-78, ki v letu 2015 v postopku 
mikropropagacije niso bili uspešni, smo jih ponovno nabrali marca 2016, poleg teh smo še 
dodatno vključili 9 genotipov z oznakami: Š1A, P1A, P2, P2A, P3A, V1, S, MA in M. Od 
teh sta bili dve sorti: 'Marsol' (MA) in 'Marval' (M) iz Laboratorijskega polja BF. Genotipi 
z dodatno oznako A so imeli poganjke odrezane iz debla in iz krošnje. Sledil je enak 
postopek zasnove in vitro kulture kot v letu 2015 (preglednica 1).  
Skupno smo v poskus mikropropagacije vključili 20 genotipov, ki se fenotipsko ločijo med 
seboj. Označili smo jih po krajih nabiranja, pri vegetativno in vivo razmnoženih klonih 
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Preglednica 1: Oznake genotipov evropskega pravega kostanja vključenih v poskus mikropropagacije ter 















1 Š1 Štjak krošnja 2015, 2016 
Š1A Štjak baza debla 2016 
2 Š2 Štjak krošnja 2015 
3 Š3 Štjak krošnja 2015, 2016 
4 Š4 Štjak krošnja 2015, 2016 
5 P1A Pedrovo baza debla 2016 
6 P2 Pedrovo krošnja 2016 
P2A Pedrovo baza debla 2016 
7 P3 Pedrovo krošnja 2015 
P3A Pedrovo baza debla 2016 
8 P. Pedrovo krošnja 2015 
9 V1 Vitovlje krošnja 2016 
10 V2 Vitovlje krošnja 2015, 2016 
11 K Kozjak krošnja 2015, 2016 
12 A Mirna peč krošnja 2015, 2016 
13 263 Bela Krajina krošnja 2015 
14 493 Bela Krajina krošnja 2015 
15 490 Bela Krajina krošnja 2015 
16 A-79 Bela Krajina krošnja 2015 
17 B-78 Bela Krajina krošnja 2015, 2016 
18 MA Laboratorijsko 
polje BF 
krošnja 2016 
19 M Laboratorijsko 
polje BF 
krošnja 2016 
20 S Murska Sobota krošnja 2016 
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A                                                      B                                                      C 
Slika 1: Evropski pravi kostanj; A – Vitovlje (V2), B – Štjak (Š1), C – Štjak (Š2) 
3.2    GOJIŠČE 
Nodijske izsečke z deli internodijev, dolge od 1 – 1,5 cm smo inokulirali na tri gojišča za 
regeneracijo. Prvo gojišče MS-½NO3 je vsebovalo bazalne makro- in mikroelemente MS 
(Murashige in Skoog, 1962) gojišča s polovično koncentracjo nitratov, drugo gojišče je 
bilo GD1 in tretje GD2 (Gresshoff in Doy, 1972). Za koreninjenje smo prav tako uporabili 
enaka gojišča s to razliko, da gojišča za koreninjenje v primerjavi z gojišči za 
razmnoževanje niso vsebovala hormon BAP, ampak avksin IBA.  
3.2.1  Sestava gojišč 
Preglednica 2: Sestava gojišč MS-½NO3, GD1 in GD2 za mikropropagacijo evropskega pravega kostanja 
Sestavine Gojišča 
MS-½NO3 GD1 GD2 
Makroelementi (mg/l) 
NH4NO3 825 - 5000 
KNO3 950 5000  5000 
KH2PO4 170 -  1500 
CaCl2  332,2 - - 
CaCl2 x 2 H2O - 750           - 
Ca(NO3)2  - -               1735 
MgSO4 x 2 H2O 180,7  1250  175 
KCl - 1500                 325 
NaH2PO4 x H2O - 450 - 
Na2HPO4 - 150 - 
(NH4)2SO4 - 1000 - 
                                                                                                             se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 2 
Sestavine Gojišča 
MS-½NO3 GD1 GD2 
Mikroelementi (mg/l)  
FeNa2EDTA x 2H2O 37,26  37    37 
FeSO4 x 7H2O 27,8 -         - 
H3BO3 6,2 3            3 
CoCl2 x 6H2O 0,025 0,25     0,25 
CuSO4 x 5H2O 0,025 0,25     0,25 
MnSO4 x H2O 16,9 10         10 
KJ 0,83 0,75        0,75 
Na2MoO4 x 2H2O 0,25 0,25       0,25 
ZnSO4 x 7H2O 8,6 3             3 
Organske snovi, vitamini in hormoni (mg/l) 
Tiamin  1 1              1 
Nikotin  - 1                 1 
Piridoksin  - 1                 1 
Glicin  - 4                 4 
Inozitol  100 10             10 
BAP 0,5  0,5                 0,5 
Ogljikov hidrat (g/l) 
Saharoza  30 30              30 
Strjevalec (g/l) in pH vrednost 
Agar  9 8  8 
pH 5,6 5,6             5,6 
Dodatki v gojiščih za koreninjenje 
IBA 1 g/l; 25 mg/l; 3 mg/l 
Kinetin 0,1 g/l 
Aktivno oglje 2,5 g/l 
Saharoza 60 g/l 
Askorbinska kislina 50 mg/l 
Večina avtorjev je za uspešno razmnoževanje in koreninjenje poganjkov uporabljala GD 
gojišče, ki sta ga zasnovala Gresshoff in Doy (1972). Viéitez A.M. in sod. (2007) navajajo 
tudi, da se apikalne nekroze in kloroze da preprečiti in izboljšati videz poganjkov z 
uporabo gojišča GD ali gojišča, ki sta ga zasnovala Murashige in Skoog (1962) s polovico 
zmanjšano koncentracijo nitratov.  
Za mikropropagacijo evropskega pravega kostanja smo uporabili tri gojišča z oznakami 
MS-½NO3, GD1 in GD2. Gojišče MS-½NO3 za zasnovo kulture in razmnoževanje je 
vsebovalo bazalno (makro- in mikroelemente) MS gojišče (Murashige in Skoog, 1962) s 
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polovično koncentracijo dveh nitratov (KNO3 in NH4NO3). Ostale sestavine so bile 
povzete po Viéitez A.M. in sod. (1983). Za razmnoževanje poganjkov na GD gojišču smo 
upoštevali sestavo makroelementov, ki jo navajata avtorja Greshoff in Doy (1972), sestava 
mikroelementov pa je bila povzeta po Viéitez A.M. in sod. (2007). Gojišči GD1 in GD2 sta 
se razlikovali po sestavi makroelementov (preglednica 2). 
Za koreninjenje evropskega pravega kostanja smo prav tako bazalni del z makro- in 
mikroelementi uporabili od gojišč MS-½NO3, GD1 in GD2. Ko smo gojišče MS-½NO3 
uporabili za koreninjenje smo dodali avksin IBA in odstranili citokinin BAP. Tako kot pri 
razmnoževanju so bili za koreninjenje na GD gojišču makroelementi zmanjšani na 1/3, 
sestava mikroelementov pa je bila prav tako spremenjena, kar je bilo povzeto po Viéitez 
A.M. in sod. (2007).  
Na podlagi dobljenih rezultatov iz prvih poskusov razmnoževanja smo se odločili, da 
bomo v nadaljnjih poskusih za razmnoževanje uporabljali samo gojišče MS-½NO3.  
Opravili smo šest poskusov koreninjenja na MS-½NO3, GD1 in GD2 z različnimi dodatki 
(preglednica 2). Med gojišči za koreninjenje so bile majhne razlike, vendar se je kljub temu 
gojišče GD1 izkazalo za najuspešnejše.  
Za dodatke kot so askorbinska kislina, dodatna saharoza in kinetin smo se odločili na 
podlagi raziskav drugih avtorjev, ki so ugotovili, da bi ti dodatki morda lahko imeli 
pozitiven učinek na koreninjenje. Dodatek askorbinske kisline je povzet po Le (2001), 
dodatek saharoze po Al-Khateeb (2008) ter Vinterhalter in Vinterhalter (1999) 
(preglednica 2). 
3.2.2   Priprava gojišč 
Gojišča smo pripravili tako, da smo najprej sestavine gojišč stehtali, jih pretresli v časo in 
prelili z bidestilirano vodo. Sestavine smo nato stopili z mešanjem na električnem 
mešalniku z magnetom obdanim s teflonom. Iz založnih raztopin smo s pipetiranjem dodali 
še nekatere mikroelemente, vitamine in hormone. Končni volumen gojišča smo določili v 
merilni bučki, prelili nazaj v časo in s pH metrom s postopnim dodajanjem KOH oz. HCl 
uravnali pH vrednost na 5,6. Regeneracijska in razmnoževalna gojišča smo prelili v 
steklenice Scott-Duran in jim dodali agar ter po avtoklaviranju prelili v petrijevke velikosti 
90 x 20 mm oz. 55 x 10 mm. Za manjše petrijevke velikosti 55 x 10 mm smo se odločili, 
zaradi pogostosti okužb pri zasnovi kulture. Tako smo vsak izseček dali v svojo petrijevko 
in se tako izognili širjenju okužb med izsečki. Gojišča za koreninjenje smo trikrat s 
prekinjanjem in vmesnim mešanjem segreli do vretja v mikrovalni pečici, da se je agar 
raztopil in porazdelil po celotnem volumnu ter razlili v steklenice s polipropilenskim 
pokrovom velikosti 55 x 75 mm.  
Gojišča smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in pritisku 1,1 bar. Po 
avtoklaviranju smo pustili, da so se gojišča za razmnoževanje ohladila na temperaturo 50 - 
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60 °C, jih premešali z vrtenjem steklenice in jih nato v brezprašni komori razlili v sterilne 
plastične petrijevke.   
3.3    METODE DELA 
Priprava izsečkov kostanja za zasnovo in vitro kulture je potekala v laboratoriju v 
brezprašni komori, kjer smo lahko ves čas ohranjali aseptično kulturo poganjkov. 
Mikropropagacija kostanja preko aksilarnih in lateralnih nodijskih izsečkov je vključevala 
pet faz dela: (1) zasnovo in vitro kulture, (2) regeneracijo meristemov, (3) razmnoževanje 
poganjkov, (4) koreninjenje poganjkov in (5) aklimatizacijo rastlin. 
Marca 2015 in 2016 smo poganjke z zaprtimi brsti odrezali iz matičnih dreves, iz krošnje 
ali iz baze debla. Poganjke smo dali v vodo v rastlinjak, kjer smo jih pustili toliko časa 
dokler se brsti niso odprli oz. zrasli 1 - 4 cm. Ustrezno dolge poganjke smo previdno 
odtrgali iz vej in jim odstranili liste. Sledilo je površinsko razkuževanje v brezprašni 
komori.  
       
A                                                    B                                                     C 
Slika 2: Poganjki evropskega pravega kostanja; A - zaprti brsti, B - izdolženi brsti in nastali poganjki, C - 
poganjki s šiškami 
3.3.1 Površinsko razkuževanje 
Razkuževalno raztopino (1,66 %) smo pripravili tako, da smo stehtali 0,83 g 
dikloroizocianurne kisline (DICA) in v brezprašnih komori pretresli v sterilno 
erlenmajerico s 50 ml sterilizirane bidestilirane vode in dodali še 3 kapljice detergenta 
Tween 20 (aktivna površinska snov - surfaktant). Vsebino erlenmajerice smo z vrtenjem 
previdno nekajkrat premešali, da se je DICA stopila. Površinsko razkuževanje smo izvedli 
tako, da smo narezane dele nastalih poganjkov potopili v razkuževalno raztopino in jih 
pustili sterilizirati 15 - 20 minut z nekajkratnim vmesnim mešanjem. Nato smo jih trikrat 
do štirikrat spirali s sterilizirano destilirano vodo.  
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3.3.2 Zasnova kulture 
Po razkuževanju smo poganjke narezali na nodijske izsečke z deli internodijev dolge 0,5 - 
1 cm in jih več skupaj ali posamično inokulirali v pokončnem položaju z bazalnim koncem 
pritrjenim nekaj milimetrov v gojišče petrijevke premera 90 ali 55 mm (slika 3). Da smo se 
izognili širjenju okužb smo v nadaljevanju vsak izseček gojili v svoji petrijevki velikosti 
55 x 10 mm. Petrijevke smo zatesnili s parafilmom. Prav tako kot genotipi so imeli svoje 
številčne oznake tudi posamezni nodijski izsečki. To nam je omogočalo sledenje in kasneje 
lažjo obdelavo podatkov ter s tem pridobivanje rezultatov o med in znotraj genotipski 
variabilnosti. Za zasnovo kulture in regeneracijo meristemov smo uporabili gojišče MS-
½NO3 s polovično koncentracjo nitratov in dodanim BAP, saharozo in agarjem ter pH 
vrednostjo 5,6 (preglednica 2). Vse kulture smo gojili v rastni komori pri beli neonski 
svetlobi, ki zagotavlja 40 μE/m
2
s oz. 30 l/mol m
2
s gostote fotonov s fotoperiodo 16 h 
svetlobe in 8 h teme z dnevno in nočno temperaturo 23 °C. 
  
Slika 3: Razmnoževanje evropskega pravega kostanja z nodijskimi izsečki 
3.3.3 Razmnoževanje poganjkov 
Po zasnovi kulture in regeneraciji je sledila faza razmnoževanja poganjkov oz. večkratnega 
subkultiviranja, prav tako na MS-½NO3 gojišču, z namenom pridobiti čimveč poganjkov 
za nadaljnje poskuse koreninjenja. Razmere gojenja so bile enake kot pri zasnovi kulture.  
Poganjke dolge 1 - 2 cm iz faze zasnove kulture smo narezali na majhne nodijske izsečke 
in jih z bazalnim koncem pritrdili v gojišče petrijevke premera 90 x 20 mm. Petrijevke smo 
zatesnili s parafilmom in jih položili v rastno komoro. V rastni komori smo jih pustili rasti 
tri do pet tednov oz. dokler niso dosegli primerne dolžine za naslednjo subkultivacijo (slika 
4A in B). Sledilo je več subkultivacij.  
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Slika 4: Poganjki evropskega pravega kostanja; A - poganjki dolgi 1 - 2 cm, B - poganjek primeren za 
koreninjenje 
3.3.4 Koreninjenje poganjkov 
Izbrano gojišče za koreninjenje je bilo spremenjeno GD1 gojišče z dodanim aktivnim 
ogljem ali brez aktivnega oglja. GD1 gojišče je vsebovalo 1/3 makroelementov in 
mikroelemente osnovnega GD gojišča, saharozo in agar. Gojišču smo pH uravnali med 5,6 
- 5,7. Razmere gojenja so bile enake kot pri zasnovi kulture in razmnoževanju poganjkov.   
Poganjki, ki so bili zbrani za postopek koreninjenja so bili veliki 1,5 - 3 cm (slika 4B). 
Odstranili smo jih iz gojišča za razmnoževanje in jim odrezali bazalni del (bazalni kalus) 
ter jih z bazalnim koncem pritrdili v gojišče za koreninjenje. Bazalni konec je bil odrezan 
pod kotom približno 30 °, z namenom povečati površino vaskularnega tkiva. Poganjke smo 
gojili v steklenih kozarcih, ki so vsebovali približno 20 ml gojišča za koreninjenje z ali 
brez hormona IBA ali aktivnega oglja (slika 5). Nekatere poganjke smo predhodno 2 
minuti namakali v raztopini avksina (1 g/l) in jih nato prenesli v gojišče brez hormona in z 
ali brez aktivnega oglja. Poganjke smo pustili v rastni komori 3 - 4 tedne oz. dokler nismo 
opazili korenin (slika 6A in B).  
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Slika 6: Poganjki evropskega pravega kostanja s koreninami; A - dolge in tanke korenine na propadajočih 
poganjkih,  B - kratke in debele korenine 
In vitro koreninjenje pravega evropskega kostanja je zelo težavno, zato smo se odločili za 
več različnih postopkov tudi s predhodnimi tretmani izpostavljanja poganjkov za 8 dni 
temperaturi 4 °C in temi. Poleg navedenega smo fazo koreninjenja želeli optimizirati z 
različnimi dodatki v gojiščih, ki vplivajo oz. izboljšujejo razvoj korenin.   
Preučili smo odziv poganjkov na tri različne koncentracije avksina IBA: a) namakanje 
bazalnega konca poganjkov za 1 - 2 min v raztopini z 1 g/l IBA; b) kultiviranje poganjkov 
5-7 dni v gojišču za koreninjenje z dodanim 3 mg/l IBA; c) kultiviranje za 24 h v gojišču 
za koreninjenje, ki vsebuje 25 mg/l IBA. Po tem, ko smo uporabili enega izmed treh 
postopkov, smo poganjke tretirane z avksinom prenesli na gojišče za koreninjenje brez 
avksina, ali direktno v mešanico substrata. Dodatki, ki smo jih dodajali v gojišča so bili: 
aktivno oglje, dodatna saharoza, askorbinska kislina, kinetin ali kombinacije le teh 
(preglednica 2). 
Z enim izmed poskusov smo želeli ovrednotiti učinkovitost izpostavljanja poganjkov 5 - 8 
dnevni temi. Zato smo poganjke po namakanju v avksin prestavili na gojišče v steklene 
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kozarce in jih postavili v zaprto kartonasto škatlo. Po 5 - 8 dneh smo kozarce s poganjki 
prestavili v rastno komoro s 16 h fotoperiodo.  
Koreninjenje smo želeli optimizirati tudi z dodatkom aktivnega oglja v kombinaciji z 
različnimi koncentracijami avksina IBA in izpostavljanju temi. V ta namen smo poganjke 
predhodno namakali v raztopino IBA (1 g/l) za 1 - 2 min in jih nato prestavili v steklene 
kozarce, ki so vsebovali gojišča z dodanim aktivnim ogljem ali brez. Polovica poganjkov 
je bila izpostavljena 16/8 h fotoperiodi, polovica pa 8 dnevni temi. Po devetih dneh smo 
poganjke, ki so bili v temi izpostavili 16/8 h fotoperiodi.  
Preizkusili smo tudi kombinacijo aktivnega oglja in 24 urnega tretiranja z avskinom IBA 
(25 mg/l). 
Želeli smo tudi preizkusiti vpliv kinetina na koreninjenje poganjkov v kombinaciji z 
avksinom, zato smo v gojišče dodali poleg 1 g/l avksina IBA še 0,1 g/l kinetina. 
Za kontrolo in potrditev, da je avksin ključni dejavnik koreninjenja nekaj poganjkov nismo 
tretirali z avksinom.  
Opravili smo šest poskusov koreninjenja: 
1. Poganjke smo namakali v raztopini avksina IBA (1 g/l) za 1 - 2 minuti. 
2. Poganjke smo inokulirali na gojišče za koreninjenje z dodanim avksinom IBA (3 
mg/l) in jih pustili v rastni komori 5 - 7 dni. Nekaterim gojiščem smo tudi dodali 
aktivno oglje (2 g/l). Nato smo jih prestavili na gojišče za koreninjenje brez 
avksina.  
3. Poganjke smo inokulirali na gojišče za koreninjenje z dodanih avksinom IBA (3 
mg/l ali 25 mg/l) in jih pustili v rastni komori 5 - 7 dni oz. 24 h. Nekatera gojišča 
so vsebovala aktivno oglje. Nato smo jih prestavili na gojišče brez avksina.  
4. Poganjke smo namakali v raztopini avksina IBA (1 g/l) 1 - 2 minuti ali jih 
inokulirali na gojišče za koreninjenje, ki je vsebovalo avksin IBA (25 mg/l). 
Gojišča so imela dodano dodatno saharozo/askorbinsko kislino in aktivno oglje.  
5. Poganjke smo namakali v raztopini avksina IBA (1 g/l) 1 - 2 minuti ali jih 
inokulirali na gojišče za koreninjenje, ki je vsebovalo avksin IBA (25 mg/l). 
Poganjke smo izpostavili 8 dnevni temi.  
6. Poganjke smo namakali v raztopini avksina IBA (1 g/l) 1 - 2 minuti. Nekatera 
gojišča so vsebovala aktivno oglje. Nekatere poganjke smo tudi izpostavili 8 
dnevni temi.  
3.3.5 Aklimatizacija 
Poganjki s koreninami so bili prestavljeni v substrat, mešanico perlita, šote in zemlje 
(1:1:1) v mini rastlinjak s pokrovom s prezračevalnima odprtinama (slika 7). 
Aklimatizacija je potekala v rastlinjaku pri približno 20 °C. Pokrov smo za nekaj minut 
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dnevno odpirali zaradi prezračevanja. Po 7 do 10 dneh smo poleg prezračevanja začeli 
postopno odpirati tudi odprtine in s tem zniževali relativno vlago. 
   
Slika 7: Poganjki evropskega pravega kostanja v postopku aklimatizacije v mini rastlinjaku 
3.3.6  Bonitiranje in obdelava podatkov  
Bonitiranja smo opravljali ob subkultivacijah za vsak genotip. V obdobju poskusa smo 
opravili več subkultivacij. Število subkultivacij se je razlikovalo glede na genotip in 
njegove odzive v kulturi. Pri 13 genotipih vzorčenih v letu 2015 je bilo v obdobju od 
marca 2015 do oktobra 2016 opravljenih 14 subkultivacij, pri genotipu Š2 pa 13 
subkultivacij. V obdelavo podatkov genotipi z oznako Š4, 490, A in P3 niso bili vključeni 
zaradi neuspešnosti pri zasnovi kulture oz. subkultivacijah. 
Pri genotipih nabranih v letu 2016 je bilo skupno opravljenih 5 subkultivacij v obdobju od 
marca do oktobra 2016. V obdelavo podatkov niso bili vključeni genotipi z oznako B-78, 
MA in M zaradi neuspešnosti pri zasnovi kulture oz. subkultivacijah. 
Spremljali smo število nastalih poganjkov v skupkih oz. razmnožitev ter število okuženih, 
vitalnih, močno vitrificiranih in propadlih poganjkov. Primerjali smo tudi uspešnost 
posameznih genotipov po subkultivacijah, ki smo jih vzorčili v letih 2015 in 2016 z 
namenom pridobiti informacijo, če ima leto vpliv na uspešnost mikropropagacije. 
Primerjavo smo opravili s pomočjo analize variance – ANOVA, razlike pa ocenili s 
pomočjo Duncanovega testa. Uporabili smo programa Statgraphics. Zbrane podatke in 




Vollmeier R. Mikropropagacija ... evropskega pravega kostanja ... napadenih s kostanjevo šiškarico.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
4    REZULTATI 
4.1    ZASNOVA IN VITRO KULTURE PRAVEGA KOSTANJA 
Zasnovo in vitro kulture smo izvedli v letih 2015 in 2016 z izsečki, ki so odgnali iz 
zimskih brstov na poganjkih, ki smo jih za 10 do 14 dni pustili v vodi. Leta 2015 smo 
narezali poganjke 14 genotipov. Od teh štirje z oznakami Š4, 490, A in P3 niso bili uspešni 
pri zasnovi kulture oz. so propadli v nadaljnjih subkultivacijah. Leta 2016 smo narezali 
poganjke 16 genotipov; pri štirih genotipih so bili poganjki odrezani iz različnih delov 
drevesa (krošnja, baza debla) in 7 genotipov iz leta 2015. Od štirih na novo vključenih 
genotipov leta 2016 so trije z oznakami B-78, MA in M propadli po 1. subkultivaciji 
(preglednici 3, 4 in sliki 8, 9). 
Preglednica 3: Število nastavljenih, vitalnih, okuženih in propadlih poganjkov pri zasnovi in vitro kulture 






nastavljenih vitalnih okuženih propadlih 
Š1 1 27 6 10 11 
Š2 2 50 40 4 6 
Š3 3 90 24 42 24 
Š4* 4 64 15 27 22 
K 5 54 30 14 10 
263 6 107 6 36 65 
493 7 21 16 2 3 
490* 8 33 11 17 5 
B-78 9 83 8 21 54 
A-79 10 119 13 94 12 
V2 11 7 4 3 0 
P. 12 32 8 2 22 
A* 13 116 17 47 52 
P3* 14 19 0 13 6 
* Genotipi z oznakami Š4, 490, A in P3 so bili zaradi propada izsečkov oz. poganjkov izločeni iz poskusa.  
Iz pridobljenih podatkov števila nastalih poganjkov smo izračunali odstotek vitalnih, 
okuženih in propadlih poganjkov za vsak genotip v obeh letih zasnove in vitro poskusa in 
rezultate prikazali v slikah 8 in 9. 
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Slika 8: Odstotek vitalnih, okuženih in propadlih poganjkov evropskega pravega kostanja po zasnovi in vitro 
kulture v letu 2015 







nastavljenih vitalnih okuženih propadlih 
P1A 1 44 14 23 7 
P3A 2 95 27 36 32 
P2A 3 50 4 46 0 
Š1A 4 65 3 54 8 
Š4 5 56 23 26 7 
Š3 6 22 4 10 8 
A 7 155 43 29 23 
P2 8 56 18 21 17 
K 9 25 9 9 7 
Š1 10 6 4 2 0 
V1 11 20 10 7 3 
V2 12 32 20 5 7 
B-78* 13 126 21 102 3 
MA* 14 73 17 45 11 
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nastavljenih vitalnih okuženih propadlih 
M* 15 97 19 52 26 
S 16 157 49 86 22 
* Genotipi z oznakami B, MA in M so bili zaradi propada izsečkov oz. poganjkov izločeni iz poskusa  
A – Genotipi z oznako A so imeli poganjke odreza na bazi debla in iz krošnje 
 
Slika 9: Odstotek vitalnih, okuženih in propadlih poganjkov evropskega pravega kostanja po zasnovi in vitro 
kulture v letu 2016 
Odstotek vitalnih, okuženih in propadlih poganjkov iz leta 2015 in 2016 se razlikuje med 
genotipi. Vitalne poganjke smo definirali kot poganjke, ki so preživeli po štirih tednih rasti 
na gojišču za razmnoževanje in bili primerni za nadaljnje gojenje oz. subkultiviranje. 
Okuženi poganjki so bili poganjki pri katerih je prišlo do bakterijske okužbe ali okužbe s 
plesnijo ali kombinacije obeh. Propadli poganjki pa so bili definirani kot poganjki, ki so 
bili rjavi z nekrozami in nesposobni nadaljnje rasti (slika 10). 
Leta 2015 je bila regeneracija vitalnih poganjkov iz nodijskih izsečkov več kot 50 % pri 
štirih genotipih od skupno 14 vključenih v zasnovo in vitro kulture. Najuspešnejša je bila 
pri genotipih z oznakami K (56 %), V2 (57 %), 493 (76 %) in Š2 (80 %). Pri teh genotipih 
je bilo najmanj propadlih poganjkov. Pri genotipu V2 noben nastali poganjek ni propadel. 
Pri genotipu z oznako K jih je propadlo največ 19 %, pri genotipu 493 nekoliko manj 14 % 
in pri genotipu Š2 samo 12 %. Najmanj okuženih poganjkov, samo 0,6 % je bilo pri 
genotipu z oznako P., pri genotipu Š2 (0,8 %) in pri genotipu 493 (10 %). Več kot polovica 
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okuženih poganjkov je bila pri genotipih z oznakami 490 (52 %), P3 (68 %) in A-79 (79 
%) (slika 8, preglednica 3). 
Leta 2016 je bila regeneracija vitalnih poganjkov iz nodijskih izsečkov več kot 50 % pri 
treh genotipih od skupno 16 vključenih v zasnovo in vitro kulture. Najuspešnejša je bila pri 
genotipih z oznakami Š1 (67 %), V1 (50%) in V2 (63 %). Pri genotipu Š1 noben nastali 
poganjek ni propadel. Pri genotipu z oznako Š3 jih je propadlo največ 36 %, pri genotipu 
P3A 34 % in pri genotipu P2 nekoliko manj 30 %. Najmanj okuženih poganjkov, in sicer 
16 % je bilo pri genotipu z oznako V2 in A (19 %). Več kot polovica okuženih poganjkov 
je bila pri sedmih genotipih z oznakami P1A (52 %), P2A (92 %), Š1A (83 %), B-78 (81 
%), MA (62 %), M (54 %) in S (55 %). Genotipi P2A, Š1A in B-78 so imeli največji 
odstotek okuženih poganjkov, in sicer od 81 do 92 % (slika 9, preglednica 4). 
 
   
A                                                                   B                                                  C 
Slika 10:  Poganjki evropskega pravega kostanja; A - vitalni, B - propadli, C – okuženi 
4.2    IN VITRO REGENERACIJA PRAVEGA KOSTANJA 
4.2.1    Regeneracija poganjkov pravega kostanja vzorčenih v letu 2015 
Opravili smo enosmerno analizo variance nastalih poganjkov 10 genotipov pravega 
kostanja po 7 subkultivacijah. Vsaka subkultivacija je trajala približno štiri tedne. 
Preglednica 5: Analiza variance regeneracije poganjkov 10 genotipov evropskega pravega kostanja, vzorčenh 
v letu 2015 
Poganjki Vitalni Propadli Vitrificirani 
Statistični parametri F-test SP p F-test SP p F-test SP p 
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Iz analize podatkov smo ugotovili, da obstajajo statistično značilne razlike med genotipi v 
regeneraciji vitalnih poganjkov (p = 0,0), propadlih (p = 0,0224) in vitrificiranih (p = 
0,002) (preglednica 5). Med katerimi genotipi obstajajo značilne razlike smo testirali z 
Duncan-ovim testom mnogoterih primerjav. 
Preglednica 6: Duncan-ov test razlik regeneracije poganjkov 10 genotipov evropskega pravega kostanja, 
vzorčenih v letu 2015 
















V2 6,14 4,8 a 263 2,43 3,1 a V2 0 0 a 
263 6,57 4,2 a V2 3,00 2,8 a B-78 0 0 a 
K 12,28 8,6 a A-79 7,71 5,5 a P. 0 0 a 
B-78 14,86 5,6 a 493 8,00 4,8 a K 0 0 a 
Š1 16,57 14,4 a B-78 8,43 5,8 a 493 0 0 a 
Š3 20,14 8,4 a K 9,43 9,7 a 263 0 0 a 
A-79 38,29 31,7 a Š1 11,43 14,6 a V2 0 0 a 
493 42,71 32,8 a Š3 14,43 8,9 a Š3 1,4 3,8 a 
P. 133,29 143,3 a P. 56,43 82,9 ab Š1 2,6 6,8 a 
Š2 753,71 453,9 b Š2 122,43 186,2   b Š2 50,4 71,6 b 
Oznake skupin z različnimi črkami pomenijo, da med njimi obstajajo statistično značilne 
razlike pri tveganju p ≤ 0,05. Pri nastanku vitalnih poganjkov sta se izoblikovali dve 
homogeni skupini (a in b) med katerima obstajajo značilne razlike. V prvi skupini v 
povprečju z manjšim številom nastalih poganjkov v rangu od 6,1 do 133,3 je 9 genotipov, 
med katerimi ne obstajajo značilne razlike. Relativno velike povprečne razlike v nastalih 
vitalnih poganjkih znotraj te skupine lahko pripišemo, kar veliki standardni deviaciji oz. 
odklonu, ki nam ponazarja, kako so vrednosti razpršene okoli povprečja. Glede na to, da se 
iz subkultivacije v subkultivacijo, če gre vse po načrtu povečuje število nastalih poganjkov 
nas to ne preseneča, saj je bilo v tem primeru vključenih kar 7 subkultivacij. V skupini, ki 
se v povprečju nastalih poganjkov loči od prve skupine je genotip z oznako Š2, pri katerem 
je v povprečju nastalo 753,7 vitalnih poganjkov z velikim standardnim odklonom 453,9 
(preglednica 6). Glede na homogene skupine lahko potrdimo, da obstajajo statistično 
značilne razlike v primerjavi z drugimi genotipi samo za genotip Š2. Prav tako se 
statistično značilno (p = 0,0224) v povprečju z največ propadlimi poganjki od ostalih 
razlikuje genotip Š2. 
 
Izračunali smo odstotek preživelih poganjkov v sedmih subkultivacijah 10 genotipov 
evropskega kostanja v letu 2015.  
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Slika 11: Odstotek preživelih poganjkov v sedmih subkultivacijah 10 genotipov evropskega pravega kostanja 
v letu 2015 
Iz slike 12 je razvidno, da se odstotek preživelih poganjkov med genotipi iz subkultivacije 
v subkultivacijo razlikuje. Posamezne subkultivacije niso imele značilnega vpliva (p = 
0,1334) na regeneracijo poganjkov. Pri genotipih Š2 in A-79 imamo lep prikaz naraščanja 
števila poganjkov iz subkultivacije v subkultivacijo, kar pa ne velja za vse genotipe. Do 
manjšega števila vitalnih poganjkov je prihajalo zaradi povečanega števila propadlih 
poganjkov oz. izsečkov, katerih meristemske celice se niso regenerirale. Velik padec 
števila vitalnih poganjkov je bil pri genotipu K (slika 11).  
4.2.2    Regeneracija vitalnih poganjkov pravega kostanja vzorčenih v letu 2016 
Leta 2016 smo vzorčili 16 genotipov od teh so 3 propadli v času zasnove kulture oz. v 
naslednjih subkultivacijah. Opravljene so bile 3 subkultivacije in obdelavo podatkov smo 
opravili z enosmerno analizo variance (preglednica 7).  
Preglednica 7: Analiza variance regeneracije poganjkov 13 genotipov evropskega pravega kostanja, 
vzorčenih v letu 2016 
Poganjki Vitalni Propadli Vitrificirani 
Statistični parametri F-test SP p F-test SP p F-test SP p 
Genotip 7,63 12 0,0000 3,13 12 0,0072 1,09 12 0,4072 
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Prav tako kot v letu 2015 so bile tudi v letu 2016 statistično značilno razlike med genotipi 
v regeneraciji vitalnih (p = 0,0) in propadlih poganjkov (p = 0,0072), medtem ko ni bilo 
značilnih razlik med genotipi v nastanku vitrificiranih poganjkov (p = 0,4072) (preglednica 
7).  
Preglednica 8: Duncan-ov test razlik regeneracije poganjkov 13 genotipov evropskega pravega kostanja, 
vzorčenih v letu 2016 










Š3 4,00 2,0 a Š1 2,00 1,0 a 
Š1A 6,00 2,6 a P2A 3,00 3,5 a 
V1 8,33 0,6 a Š3 3,33 1,5 a 
P2A 8,67 3,2 a P3A 6,33 7,1 a 
K 9,00 5,6 a V1 7,00 3,0 a 
V2 11,00 5,6 a Š1A 7,67 5,9 a 
Š1 14,67 11,6 a P2 8,33 2,6 ab 
P2 16,67 5,9 ab K 8,33 3,5 ab 
P1A 20,67 2,5 abc P1A 20,33 15,4 ab 
A 39,33 7,4   bcd V2 22,00 25,4 ab 
S 43,33 33,1     cde A 25,33 4,0 abc 
P3A 60,33 18,8       de S 34,00 18,1   bc 
Š4 64,00 22,1         e Š4 47,33 31,6     c 
Pri nastanku vitalnih poganjkov se je izoblikovalo pet homogenih skupin, ki se v večini 
med seboj prekrivajo. Statistično značilne razlike obstajajo med dvema skupinama. V prvi 
homogeni skupini a v povprečju z manjšim številom nastalih poganjkov v rangu od 4,0 – 
14,7 je 7 genotipov. V skupini, ki se v povprečju nastalih poganjkov loči od prve skupine 
so genotipi z oznako S (43,3), P3A (60,3) in Š4 (64,0). Glede na homogene skupine lahko 
potrdimo, da obstajajo statistično značilne razlike med genotipi, ki so v homogeni skupini 
a (Š3, Š1A, V1, P2A, K, V2, Š1) in genotipom s homogeno skupino e (Š4) (preglednica 8). 
Pri nastanku propadlih poganjkov so se izoblikovale tri homogene skupine in med 
nekaterimi obstajajo statistično značilne razlike, druge se prekrivajo, kar pomeni, da med 
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njimi ni statistično značilnih razlik. V prvi homogeni skupini a v povprečju z manjšim 
številom propadlih poganjkov v rangu od 2,0 – 25,3 je 11 genotipov. V skupini, ki se v 
povprečju propadlih poganjkov loči od prve skupine je genotip z oznako Š4 (47,3). Glede 
na homogene skupine lahko potrdimo, da obstajajo statistično značilne razlike med 
genotipi, ki imajo homogeno skupino a (Š1, P2A, Š3, P3AV1, Š1A) in genotipom s 
homogeno skupino c (Š4) (preglednica 8). 
Izračunali smo odstotek preživelih poganjkov v treh subkultivacijah 13 genotipov 
evropskega kostanja v letu 2016.  
 
Slika 12: Odstotek preživelih poganjkov v treh subkultivacijah 13 genotipov evropskega pravega kostanja 
(Castanea sativa Mill.) v letu 2016 
Iz slike 13 je razvidno, da se odstotek preživelih poganjkov posameznega genotipa iz 
subkultivacije v subkultivacijo razlikuje. Na splošno je pri večini genotipov opaženo 
naraščanje števila vitalnih poganjkov iz subkultivacije v subkultivacijo. V tem letu je imela 
subkultivacija značilen vpliv (p = 0,0453) na regeneracijo poganjkov. Izoblikovale so se tri 
homogene skupine, ki so se med seboj prekrivale. Značilne razlike v povprečju nastalih 
poganjkov so bile med prvo (17 poganjkov) in tretjo subkultivacijo (30 poganjkov). Velik 
padec je mogoče zaznati pri genotipih V2 in S (slika 12). 
4.2.3    Analiza regeneracije poganjkov glede na genotip in leto vzorčenja ter njuno 
interakcijo  
V letih 2015 in 2016 smo vzorčili 5 enakih genotipov, pri teh smo želeli ugotoviti ali ima 
leto odločujoči vpliv na regeneracijo poganjkov. 
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Preglednica 9: Analiza variance regeneracije poganjkov 5 genotipov evropskega pravega kostanja, vzorčenih 
v letih 2015 in 2016 ter interakcija 
Poganjki Vitalni Propadli 
Statistični parametri F-test SP p F-test SP p 
Genotip 11,20 4 0,0001 2,90 4 0,0484 
Leto 4,65 1 0,0434 1,39 1 0,2518 
Interakcija 
genotip:leto 
14,08 4 0,0000 2,78 4 0,0549 
V regeneraciji vitalnih poganjkov med genotipi v obeh letih vzorčenja obstajajo statistično 
značilne razlike (p = 0,0001), prav tako ima leto vzorčenja značilen vpliv na regeneracijo 
(p = 0,0434) in interakcija genotip:leto je statistično značilna (p = 0,0000). V povprečnem 
številu propadlih poganjkov obstajajo značilne razlike med genotipi (p = 0,0484). Leto 
vzorčenja nima značilnega vpliva (p = 0,2518) na število propadlih poganjkov, prav tako je 
interakcija genotip:leto statistično ne značilna (p = 0,549) (preglednica 9). Vitrificiranih 
poganjkov ni bilo, razen genotipa Š4 pri katerem je bil v prvi subkultivaciji samo en 
poganjek in v drugi subkultivaciji 18 poganjkov.  
Preglednica 10: Duncan-ov test razlik regeneracije vitalnih poganjkov 5 genotipov evropskega pravega 








V2/2015 3,67 1,2 a 
Š3/2016 4,00 2,0 a 
Š1/2015 7,00 2,0 a 
K/2016 9,00 5,6 ab 
V2/2016 11,00 5,6 ab 
Š4/2015 12,67 7,2 ab 
Š1/2016 14,67 11,6 ab 
K/2015 19,67 2,1 ab 
Š3/2015 24,34 7,5   b 
Š4/2016 64,00 22,1     c 
V regeneraciji vitalnih poganjkov med genotipi v obeh letih vzorčenja so se izoblikovale 
tri homogene skupine. V prvi homogeni skupini a v povprečju z manjšim številom nastalih 
poganjkov v rangu 3,7 - 7 so trije genotipi, in sicer genotipa z oznako V2 in Š1 iz leta 2015 
in Š3 iz leta 2016. V skupini, ki se v povprečju nastalih poganjkov loči od prve skupine je 
genotip z oznako Š4, pri katerem je v povprečju nastalo 64,0 vitalnih poganjkov 
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(preglednica 10). Glede na homogene skupine lahko potrdimo, da obstajajo statistično 
značilne razlike v primerjavi z drugimi genotipi samo za genotip Š4.  
Preglednica 11: Duncan-ov  test razlik propadlih poganjkov 5 genotipov evropskega pravega kostanja, 
vzorčenih v letih 2015 in 2016 




Š1 2,84 2,8 a 
Š3 9,84 7,8 a 
K 12,00 6,7 ab 
V2 12,50 14,5 ab 
Š4 30,17 23,8   b 
V regeneraciji propadlih poganjkov sta se izoblikovali dve homogeni skupini. V prvi 
homogeni skupini a v povprečju z manjšim številom nastalih poganjkov v rangu 2,8 - 9,8 
sta dva genotipa Š1 in Š3. V homogeni skupini b, ki se v povprečju propadlih poganjkov 
loči od prve skupinea je genotip z oznako Š4, pri katerem je v povprečju propadlo 30,2 
poganjkov (preglednica 11). 
4.2.4    Analiza regeneracije poganjkov glede na genotip in subkultivacijo ter njuno 
interakcijo  
V letih 2015 in 2016 smo vzorčili 5 enakih genotipov, pri teh smo želeli ugotoviti ali ima 
subkultivacija odločujoči vpliv na regeneracijo poganjkov. 
Preglednica 12: Analiza variance regeneracije poganjkov 5 genotipov evropskega pravega kostanja in 
subkultivacije ter interakcija 
Poganjki Vitalni 
Statistični parametri F-test SP p 
Genotip 2,50 4 0,0871 
Subkultivacija 0,33 2 0,7233 
Interakcija 
genotip:subkultivacija 
0,30 8 0,9559 
Med genotipi vzorčenimi v letu 2015 in 2016 ni statističnih razlik v regeneraciji poganjkov 
(p = 0,0871), prav tako na regeneracijo nima vpliva subkultivacija (p = 0,7233) in tudi 
interakcija genotip:subkultivacija je neznačilna (p = 0,9559) (preglednica 12). 
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4.2.5     Množitveni indeks  




1 2 3 4 5 6 
Š1 1,4 1,3 0,9 3,5 1,6 0,3 1,5 
Š2 2,7 2,2 1,8 1,3 0,8 0,8 2,6 
Š3 1,4 0,5 1,5 0,3 3,3 0,5 1,3 
K 0,9 0,9 0,9 0,1 5,0 0,8 1,4 
263 2,7 1,6 0,8 0,3 1,0 1,7 1,4 
493 0,9 1,1 1,4 2,2 1,4 1,3 1,4 
B-78 0,9 2,4 1,3 0,7 1,1 0,9 1,2 
A-79 0,8 1,1 1,3 3,1 1,5 1,0 1,5 
V2 0,6 1,0 2,0 0,5 2,4 2,3 1,5 
P. 2,3 1,3 1,7 3,2 2,2 0,7 1,9 
Množitveni indeks genotipov iz leta 2015 je iz subkultivacije v subkultivacijo pri nekaterih 
genotipih tudi padal, čeprav bi želeli da bi naraščal. Do tega je lahko prišlo zaradi različnih 
časovnih obdobij med subkultivacijami in sprememb znotraj kulture pri določenih 
genotipih. Največji povprečni indeks ima genotip z oznako Š2 (2,6). Sledi mu genotip z 
oznako P., ki je imel množitveni indeks 1,9. Najmanjši množitveni indeks imata genotipa z 
oznako B-78 (1,2) in Š3 (1,3). Razlike v množitvenem indeksu lahko pripišemo tudi 
genotipu, saj se nekateri bolje odzivajo v kulturi kot drugi (preglednica 13). 
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Največji povprečni množitveni indeks pri genotipih iz leta 2016 imajo genotipi z oznako 
Š1 (2,7), S (2,4) in A (2,4). Najmanjši povprečni množitveni indeks pa imajo genotipi z 
oznako K (0,8), V1 (1,0) in P1A (1,0). Tudi tukaj lahko te razlike pripišemo različnim 





P1A 1,1 0,8 1,0 
P3A 1,1 1,6 1,4 
P2A 2,0 1,1 1,6 
Š1A 2,7 0,9 1,8 
Š4 2,1 0,8 1,5 
Š3 2,0 1,5 1,7 
A 1,5 0,9 2,4 
P2 1,9 1,1 1,5 
K 1,4 0,2 0,8 
Š1 3,3 2,1 2,7 
V1 1,1 0,9 1,0 
V2 0,5 3,2 1,8 
S 0,6 4,3 2,4 
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4.2    KORENINJENJE 
Koreninjenje smo zaradi pomanjkanja primernega števila poganjkov nekaterih genotipov 
opravili samo pri šestih genotipih in sicer Š2, Š1, Š3, B-78, 493 in P. Ker pri koreninjenju 
nismo bili uspešni, nismo uspeli dobiti vitalnih poganjkov s koreninami oz. z močnim 
koreninskim sistemom, ki bi bili primerni za aklimatizacijo, analize podatkov ni bilo 
mogoče opraviti. Podatke o poteku koreninjenja in končne rezultate smo zbrali v 
preglednici (preglednica 15).  
Opravili smo 6 poskusov koreninjenja. Število poganjkov na poskus je nihalo glede na 
število razmnoženih vitalnih poganjkov pri določenem genotipu.  
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4/c 183 0 
Š2 5/a GD1 tema (8 dni) 307 0 
5/c 61 0 
Š2, Š1, Š3, 
B-78, 493, 
P. 
6/a GD1 aktivno oglje 
+/-, tema (8 
dni) 
140 (Š2), 12 
(Š1), 8 (Š3), 8 
(B-78), 2 
(493), 59 (P.) 
7 (Š2), 0 
(Š1), 0 (Š3), 
1 (B-78), 1 
(493), 10 (P.) 
Pri postopku koreninjenja smo bili neuspešni. Koreninjenje nekaterih poganjkov je bilo na 
izbranih gojiščih izjema ne pravilo in zaradi tega nismo uspeli pridobiti vitalnih poganjkov 
s koreninskim sistemom. Postopka koreninjenja nismo uspeli optimizirati. Poganjki, ki so 
koreninili so imeli zelo slabe nadzemne dele, kar pomeni da nadzemni deli niso bili vitalni 
in ne bi preživeli nadaljnjega koraka aklimatizacije. Nekatere korenine so bile dolge in 
tanke, nekatere pa kratke in debele. Korenine poganjkov, ki so koreninili so izgledale 
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vitalno, vendar smo zaradi odmrlih nadzemnih delov postopek aklimatizacije opravili na 





Slika 13: Poganjki evropskega pravega kostanja brez korenin in z odmrlimi nadzemnimi deli v gojišču za 





Slika 14:  Poganjki evropskega pravaga kostanja s koreninami in odmrlimi nadzemnimi deli; A - genotip P., 
B - genotip Š2 
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5    RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1    RAZPRAVA 
5.1.1    Zasnova in vitro kulture in regeneracija poganjkov 
V poskus in vitro razmnoževanja so bila vključena 80 - 120 let stara drevesa kostanja 
(Castanea sativa Mill.) iz različnih območij Slovenije. Pri vzorčenju so bila drevesa v 
naravi poškodovana od napada kostanjeve šiškarice (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) in 
so bila zato slabo vitalna, kar se je kasneje tudi izražalo v tkivni kulturi pri nekaterih 
genotipih. Genotip z oznako Š2 je bil v tkivni kulturi zelo uspešen, kar lahko pripišemo 
mogočni krošnji drevesa v naravi in njegovim dolgim in dokaj zdravim poganjkom z 
lepimi/vitalnimi zimskimi brsti. V nasprotju z drevesoma iz Vitovlja, ki smo jih označili 
kot genotip V1 in V2, ki pa v tkivni kulturi nista bila najbolj uspešna, saj so bila drevesa 
močno poškodovana in posušena zaradi napada šiškarice.  
Poganjki z brsti so bili nabrani marca leta 2    in 2   .  zdolženi brsti so bili površinsko 
sterilizirani in inokulirani na gojišče za razmnoževanje. Poganjke pri zasnovi in vitro 
kulture smo inokulirali na gojišče posamezne petrijevke, da bi se izognili širjenju okužb 
med poganjki. Primerjava različnih gojišč za razmnoževanje je pokazala, da ni bilo 
značilnih razlik med uspešnostjo rasti oz. razmnoževanjem poganjkov. V razmnožitvi 
vitalnih poganjkov je bilo gojišče MS s polovico znižanimi nitrati zelo uspešno pri 
nekaterih genotipih. 
Zasnovo in vitro kulture smo izvedli v letih 2015 in 2016 z izsečki, ki so odgnali iz 
zimskih brstov na poganjkih, ki smo jih za 10 do 14 dni pustili v vodi. V letu 2015 smo 
vzorčili 14 genotipov, v letu 2016 pa 16 genotipov. V letu 2016 smo pri štirih genotipih 
poganjke narezali iz baze debla in iz krošnje, da bi lahko primerjali uspešnost 
razmoževanja poganjkov pridobljenih iz različnih delov drevesa. Sklepali smo, da bodo 
poganjki pridobljeni iz baze debla uspešnejši pri razmnoževanju zaradi juvenilnosti.  
Odločili smo se, da bomo za zasnovo in vitro kulture uporabili izdolžene brste in ne 
neodgnalih zimskih brstov. Tako smo se odločili zaradi sistemskih okužb, ki so prisotne v 
apikalnem meristemu. Ko smo brste pustili v vodi odgnati, smo omogočili, da so se celice 
intenzivno delile in s tem smo zaustavili oz. upočasnili širitev endogene okužbe po celicah. 
Nato smo izdolžene brste površinsko razkužili in iz njih pripravili izsečke ter jih inokulirali 
na gojišče.  
Odstotek vitalnih, propadlih in okuženih poganjkov pri zasnovi in vitro kulture iz let 2015 
in 2016 se je razlikoval glede na genotip. Najuspešnejši genotipi iz leta 2015 so bili Š2, 
493 in V2, saj so imeli od 57 do 80 % vitalnih poganjkov. Najuspešnejši genotipi iz leta 
2016 pri so bili Š1, V1 in V2, saj smo uspeli pridobiti 50 do 67 % vitalnih poganjkov. 
Čeprav smo sklepali, da bodo poganjki pridobljeni iz pogankov baze debla (P1A, P2A, 
P3A, Š1A) iz leta 2016 imeli večji odstotek vitalnih poganjkov, temu ni bilo tako, saj smo 
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pridobili od 5 do 32 % vitalnih poganjkov. Odstotek preživelih oz. vitalnih poganjkov je 
bil pri vsakem genotipu drugačen, saj so se različni genotipi različno odzivali na 
razkuževanje in rast na razmnoževalnem gojišču. Podobne ugotovitve glede vpliva 
genotipa na uspešno in vitro razmnoževanju evropskega pravega kostanja navajajo Viéitez 
A.M. in sod. (2007).  
Največji odsotek propadlih poganjkov iz leta 2015 so imeli genotipi 263, P. in B-78 (61 – 
69 %). Odstotek propadlih poganjkov iz leta 2016 pa ni presegel 36 %. Veliko propadlost 
poganjkov lahko pripišemo različni odzivnosti, občutljivosti genotipa na razkuževanje. 
Podobne vzroke propadanja poganjkov v tkivni kulturi navajajo Viéitez A.M. in sod. 
(2007). Propadli poganjki so bili močno vitrificirani in imeli nekroze do česar je verjetno 
prišlo zaradi poškodb od razkužila. Mogoče je bil pri nekaterih nodijskih izsečkih 
meristem premajhen in celice niso bile sposobne delitve ter posledično ni prišlo do 
indukcije in regeneracije. Rez in razkuževanje tudi predstavljata šok za rastlino. Eden 
izmed vzrokov propadanja poganjkov je lahko tudi neustreznost hranil oz. sestava gojišča. 
Uspešnost rasti poganjka je tudi odvisna od predela narezanega poganjka, saj je mogoče da 
kakšen nodijski izseček ni imel formiranega meristema in je zato propadel.  
Največji odstotek okuženih poganjkov iz leta 2015 sta imela genotipa z oznako A-79 (79 
%) in P3 (68%), še večjega pa genotipa z oznako P2A (92 %) in Š1A (83 %) iz leta 2016. 
Do okužb je prišlo predvsem zaradi endogene okužbe, ki je s površinskim razkuževanjem 
nismo uspeli uničiti. Nekaj okužb je imelo sekundarni izvor in so bile pridobljene med 
delom, čeprav je bilo delo opravljeno v sterilnem okolju. Endogenih okužb v prevodnem 
sistemu ne moremo uničiti s površinskim razkuževanjem. Ker smo opazili veliko okužb na 
nodijskih izsečkih, smo zvišali koncentracijo DICA na 0,9 in 1,0 g. Vendar pa je to 
povzročilo nekroze (rjavenje) in propad izsečkov.  
Genotipa A in P3 iz leta 2015 sta propadla že pri zasnovi in vitro kulture, zato ju nismo 
uspeli razmnožiti, prav tako pri zasnovi niso bili uspešni genotipi M, MA in B-78 iz leta 
2016.  
Opravili smo enosmerno analizo variance vitalnih poganjkov 10 genotipov pravega 
kostanja iz leta 2015. Skupno je bilo opravljenih 7 subkultivacij. Iz analize podatkov smo 
ugotovili, da obstajajo statistično značilne razlike med genotipi v regeneraciji vitalnih 
poganjkov, propadlih in vitrificiranih, saj je p-vrednost znašala manj kot 0,05. To pomeni, 
da genotip vpliva na število preživelih, propadlih in vitrificiranih poganjkov. 
Pri analizi iz leta 2015 sta se izoblikovali dve homogeni skupini (a in b) med katerima 
obstajajo značilne razlike. V homogeni skupini b, ki se v povprečju vitalnih poganjkov loči 
od prve skupine je genotip z oznako Š2, pri katerem je v povprečju nastalo 753,7 vitalnih 
poganjkov. Glede na homogene skupine, ki so imele zelo velik standardni odklon lahko 
potrdimo, da obstajajo statistično značilne razlike v primerjavi z drugimi genotipi samo za 
genotip z oznako Š2. 
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Ugotovili smo tudi, da se odstotek preživelih poganjkov med genotipi iz subkultivacije v 
subkultivacijo razlikuje, saj je pri nekaterih število poganjkov naraščalo, pri drugih pa 
padalo. Lep trend naraščanja sta imela genotipa Š2 in A-79. Velik padec števila vitalnih 
poganjkov pa je imel genotip z oznako K.  
Na razlike v številu vitalnih in propadlih poganjkov med genotipi v subkultivacijah vpliva 
več dejavnikov, ki jih je težko definirati. Povečano število propadlih poganjkov lahko 
pripišemo temperaturi, hranilom v gojišču, vlagi v petrijevkah, kar povzroči, da celice 
sprejemajo večje količine vode, to pa privede do hiperhidriranosti oz. vitrifikacije 
poganjkov. Prav tako na propadlost in vitrificiranost vpliva genotip. Do takšnih razlik v 
številu poganjkov med genotipi prihaja zaradi variabilnosti tako med genotipi kot tudi 
znotraj genotipov. Hranila lahko tudi vplivajo na stagnacijo rasti poganjkov, kar lahko 
povzroči nastanek kalusa. 
Enako analizo podatkov smo opravili za genotipe vključene v in vitro poskus v letu 2016. 
Enosmerno analizo variance vitalnih poganjkov smo opravili pri 13 genotipih pravega 
kostanja. Skupno so bile opravljene 3 subkultivacije. Iz analize podatkov smo ugotovili, da 
obstajajo statistično značilne razlike med genotipi v regeneraciji vitalnih in propadlih 
poganjkov, vendar ne pri vitrificiranih poganjkih, kjer je p-vrednost znašala več kot 0,05. 
Iz tega lahko sklepamo, da genotip vpliva na število vitalnih in propadlih, vendar ne na 
število vitrificiranih poganjkov.  
Vitrificiranost poganjkov je anomalija, ki se pojavlja pri in vitro kulturah velikega števila 
lesnatih rastlin. Lastnost vitrificiranih rastlin je, da so stebla debelejša, listi so debeli, krhki, 
nagubani, zviti in pogosto zelo podolgovati. Na splošno pride do hiperhidriranosti, ker 
celice sprejemajo preveč vode iz gojišča, posledično se povečajo vakuole in stanjšajo se 
celične stene, V celicah je tudi pomanjkanje klorofila in ovirana je lignifikacija v 
traheidah. Slabo rast poganjkov spremlja nizka stopnja koreninjenja in preživetja pri 
prenosu v substrat. Vitrifikacija je zelo resna anomalija, saj kulture hitro izgubijo 
sposobnost razmnoževanja, kar lahko ogrozi potek klonskega razmnoževanja (Viéitez 
A.M. in sod., 1985).  
Viéitez A.M. in sod. (1985) navajajo številne vzroke za pojav vitrifikacije, med njimi tudi 
prisotnost visokih koncentracij citokininov in/ali avksinov v gojišču, relativno vlažnost v 
posodi gojenja kulture, vodno stanje v gojišču, vodni potencial gojišča (v povezavi s 
koncentracijo agarja) in proizvodnjo etilena. Potrdili so tudi vlogo mineralnih hranil in 
sicer klorovih ionov ali vpliv amonijevih ionov, slednje tudi v kombinaciji z drugimi 
elementi. Večina avtorjev, ki je poročala o vitrifikaciji in vitro kultur je uporabljala 
mineralno gojišče Murashige in Skoog (1962), ki ima visoko vsebnost amonijevega nitrata.  
Pri magistrski nalogi smo zaradi omenjene značilnosti MS gojišča uporabili MS gojišče s 
polovico zmanjšanimi nitrati, saj so v študijah poročali o kulturah, ki so na tem gojišču 
izgledale boljše kar se tiče vitrifikacije (Viéitez A.M. in Viéitez M.L., 1982/3; Viéitez 
A.M. in sod., 1983; Viéitez A.M. in sod., 1985). Vitrifikacija poganjkov v naši kulturi ni 
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bila pogosta. Največkrat je bila opažena pri genotipu Š2, zaradi česar lahko sklepamo, da 
je prisotnost vitrificiranosti poganjkov odvisna tudi od genotipa. 
Pri statistični analizi iz leta 2016 se je izoblikovalo pet homogenih skupin (a, b, c, d in e) 
med katerimi obstajajo značilne razlike. Genotip P3A je bil med genotipi pridobljenimi iz 
baze debla najbolj uspešen, saj je imel največje povprečje vitalnih poganjkov (60,3). Glede 
na homogene skupine lahko potrdimo, da obstajajo statistično značilne razlike med prvo 
homogeno skupino a in genotipom z oznako Š4, ki je imel največje povprečno število 
vitalnih poganjkov. Pri nastanku propadlih poganjkov so se izoblikovale tri homogene 
skupine. Ponovno je izstopal in se od drugih genotipov statistično razlikoval genotip z 
oznako Š4. 
Tudi pri genotipih iz leta 2016 se je odstotek preživelih poganjkov genotipov iz 
subkutivacije v subkultivacijo razlikoval. V tem letu je imela subkultivacija značilen vpliv 
(p = 0,0453) na regeneracijo poganjkov. Velik padec vitalnih poganjkov je bilo mogoče 
zaznati pri genotipih z oznako V2 in S. 
Tudi tukaj smo pričakovali, da se bo odstotek iz subkultivacije v subkultivacijo večal, 
vendar temu ni bilo tako, zaradi spreminjajočega se števila propadlih poganjkov. Ta pojav 
lahko pripišemo različni odzivnosti genotipov na razmnoževanje oz. rastne razmere in 
zmožnosti izsečka, da raste in odžene čimveč stranskih poganjkov. 
Opravili smo tudi statistično analizo regeneracije poganjkov glede na genotip in leto 
vzorčenja ter njuno interakcijo. V letih 2015 in 2016 smo vzorčili 5 enakih genotipov in pri 
teh želeli ugotoviti ali imata leto in subkultivacija odločujoči vpliv na regeneracijo 
poganjkov. Ugotovili smo, da ima leto vzorčenja pri regeneraciji vitalnih poganjkov 
značilen vpliv (p = 0,0434), prav tako tudi interakcija genotip:leto (p = 0,0000). Na 
povprečno število propadlih poganjkov je imel značilen vpliv samo genotip. Ugotovili smo 
tudi, da je bila regeneracija neodvisna od subkultivacije oz. ni imela statističnega vpliva (p 
= 0,7233).  
Najboljši povprečni množitveni indeks v letu 2015 je imel genotip z oznako Š2 (2,6), v letu 
2016 pa Š1 (2,7). Razlike v množitvenem indeksu lahko pripišemo različnim genotipom in 
njihovemu odzivu v tkivni kulturi. 
Glede na dobljene rezultate lahko zaključimo, da se genotipi različno odzivajo na enake in 
vitro razmere. To lahko pripišemo predvsem njihovim genetskim razlikam in pa tudi 
različni fiziološki starosti začetnega materiala. Tudi Veitez A.M. in sod. (2007) so potrdili, 
da na proliferacijo poganjkov vplivata tako genotip kot tudi vrsta izsečka in da je genotip 
eden izmed najpomembnejših dejavnikov, ki vpliva na število in dolžino poganjkov ter 
uspešnost razmnoževanja. 
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5.1.2    Koreninjenje poganjkov 
Vitalne poganjke, velike približno 1,5 - 3 cm smo vključili v poskus koreninjenja na 3 
gojišča z oznakami MS-½NO3, GD1 in GD2. Gojišče GD1 se je glede na odstotek 
koreninjenja izkazalo za najuspešnejše. Gojiščem za koreninjenje smo zaradi neuspešnosti 
tvorbe korenin dodajali različne dodatke za katere smo na podlagi že objavljenih rezultatov 
predvidevali, da bi lahko spodbudili nastanek korenin.  
Primerjava različnih gojišč za koreninjenje je pokazala, da obstajajo razlike v uspešnosti 
koreninjenja, odmiranja poganjkov (nekroze), vitalnosti nadzemnega dela in razvoju 
kalusa. Največji odstotek korenin je bil dobljen pri standardnem gojišču GD1 z 1/3 
makroelementov, brez aktivnega oglja, namakanjem poganjkov v 1 g/l IBA in izpostavitvi 
poganjkov temi prvih osem dni po namakanju v IBA. Namakanje bazalnih koncev 
poganjkov v raztopini 1 g/l IBA za 1 min je bilo najuspešneje glede nastanka korenin. 
Ugotovili smo, da je ustreznejše krajše namakanje poganjkov v višji koncentraciji IBA kot 
pa daljše namakanje (24 h ali 5 - 7 dni) nižji koncentraciji.  
Poganjke smo tretirali z IBA na tri načine. Najuspešnejše za tvorbo korenin je bilo 1 
minutno namakanje poganjkov v raztopini IBA (1 g/l), vendar pa se je izkazalo za 
neprimerno za poganjke, saj so ti postopno rjaveli in propadali. Čeprav so nekateri 
poganjki imeli lepe dolge in vitalne korenine, teh poganjkov zaradi slabih nadzemnih delov 
nismo mogli uporabiti v nadaljnjem postopku aklimatizacije.  
Najšibkejši korak v mikropropagaciji zrelega kostanja je bila faza koreninjenja, zaradi 
težav pri indukciji korenin, ohranitvi vitalnosti poganjka med in po koreninjenju. Poleg 
tega je uspeh koreninjenja povezan z izbrano tehniko subkultiviranja, vključno z vrsto 
izsečka in načinom rezi, saj imajo zdrave kulture boljše možnosti za uspeh v fazah 
koreninjenja in aklimatizacije lesnatih rastlin. Neuspešnost pri procesu koreninjenja lahko 
pripišemo tudi temu, da po literaturnih navedbah kostanj spada med drevesa, ki jih je in 
vitro težko koreniniti. Za nesposobnost tvorbe korenin je predvsem kriv izhodiščni material 
in vitalnost poganjkov pridobljenih med razmnoževanjem. Največji problem izhodiščnega 
materiala v našem primeru je gotovo predstavljala velika kronološka in tudi fiziološka 
starost tega materiala. Velike težave z in vitro koreninjenjem našega mateiala gotovo lahko 
direktno pripišemo starosti matičnih rastlin, kar potrjujejo tudi različne raziskave (Osterc, 
2  9; Osterc in Štampar, 2   ). Poganjke z oznako Š2 smo pridobili iz velikega, 
mogočnega drevesa z dolgimi vejami, ki niso bile močno poškodovane. Nekaterih 
genotipov nismo uspeli dovolj razmnožiti, da bi jih lahko vključili v postopek koreninjenja. 
Objavljeni so bili številni članki v katerih so raziskovalci razkrili problem koreninjenja in 
kaj bi lahko k temu pripomoglo oz. katere spojine so tiste, ki negativno vplivajo na 
koreninjenje. Kot najpogostejše zaviralce koreninjenja so navedli starost oz. zrelost 
izhodiščnega materiala (Viéitez E. in Viéitez A., 1976; Viéitez A.M. in sod., 1986; 
Sánchez in Viéitez, 1991; Sánchez in sod., 1997b), vpliv fenolnih spojin (Fernandez-
Lorenzo in sod., 2005), položaj odvzetega začetnega materiala na drevesu (Ballester in 
sod., 1999), vpliv avksinov (Sánchez in sod., 1997b; Gonçalves in sod., 1998), vitaminov 
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(Le, 2001), endogenih kemičnih zaviralcev (Vázquez in sod., 1978), etiolacije (Viéitez 
A.M. in Ballester, 1988), hladnega hranjenja (Diaz in sod., 1987; Viéitez E., 1992) itd.  
Postopki koreninjenja naših genotipov so bili neuspešni, saj je zelo malo poganjkov 
oblikovalo korenine. Preizkusili smo različna obravnavanja, ki smo jih povzeli po 
literaturi: tretiranje poganjkov z IBA, dodatek aktivnega oglja v gojišče, askorbinske 
kisline in večjih koncentracij saharoze (Le, 2001; Al-Khateeb, 2008; Vinterhalter in 
Vinterhalter, 1999). Poganjke smo tudi izpostavili temi za 8 dni brez dodatkov, kar se je 
izkazalo za najuspešnejše glede nastanka korenin, vendar se je tu pojavil problem rjavenja 
in odmiranja poganjkov, kar pa nam je onemogočilo uporabo le teh v nadaljnjem postopku 
aklimatizacije.  
Sposobnost koreninjenja v našem poskusu je bila odvisna od genotipa, saj so se nekateri 
genotipi odzvali slabše kot drugi. Možno pa je, da je neodzivnost posledica slabe kvalitete 
in sorazmerno počasnega izdolževanja (elongacije) poganjkov v fazi razmnoževanja. 
Viéitez E. (1992) navaja tri splošne dejavnike povezane s kontrolo nastanka korenin pri 
lesnatih potaknjencih: 1) ravnovesje hormonov in kofaktorjev; 2) prisotnost ali odsotnost 
substanc, ki inhibirajo koreninjenje; in 3) anatomske značilnosti, kot je sklerenhimski 
obroč katerega odsotnost ali nepopolnost lahko izboljšala koreninjenje. Pri kostanju so vsi 
trije dejavniki prisotni. 
Sánchez in sod. (1997b) ter Gonçalves in sod. (1998) so predlagali tri možnosti za 
indukcijo korenin na mikropropagiranih poganjkih kostanja: 1) kultiviranje za 5 - 7 dni v 
gojišču za koreninjenje, ki vsebuje 3 mg/l IBA; 2) namakanje bazalnega konca poganjkov 
za 1 - 2 minuti v raztopini z 1 g/l IBA in 3) kultiviranje za 24 h v gojišču za koreninjenje, 
ki vsebuje 25 mg/l IBA. Viéitez A.M. in sod. (2007) navajajo, da se lahko z navedenimi 
postopki doseže 80 do 85 % koreninjenje. Poudarjajo, da tretiranje za 24 h na splošno daje 
boljšo kakovost poganjkov kot krajše namakanje in da je uspešnost odvisna od genotipa. 
Izpostavljanje temi in dodatek aktivnega oglja v gojišče za koreninjenje je predhodno 
preizkusilo že več avtorjev. Aktivno oglje se v tkivnih kulturah uporablja za različne 
namene in sicer za spodbujanje kalivosti, za odstranitev prevelikih količin rastnih 
regulatorjev iz gojišč, za zagotavljanje teme in za sprožanje nastanka korenin (Oakes in 
sod., 2013). Avtorji so želeli ugotoviti ali je aktivno oglje v gojišču za koreninjenje 
potrebno za razvoj korenin ali samo zagotavlja temo potrebno za spodbujanje koreninjenja. 
Njihova hipoteza je bila, da svetloba zmanjšuje učinkovitost koreninjenja. Poskuse so 
opravili na ameriškem kostanju. V prejšnjih študijah na ameriškem kostanju je aktivno 
oglje zmanjšalo tudi nekroze vršičkov, vendar pa izpostavljanje poganjkov temi ali 
zmanjšani osvetlitvi nista bili raziskani. Pri standardni mikropropagaciji so Oakes in sod. 
(2013) uvedli dve spremembi, in sicer odstranili so aktivno oglje v fazi koreninjenja in 
vključili obdobje teme z namenom ugotoviti ali te spremembe povečajo učinkovitost 
koreninjenja, število korenin na rastlino in preživetje rastlin ex vitro v rastnih komorah. 
Rastline, ki so koreninile v temi z dodatkom 2 g/l aktivnega oglja v gojišču so imele 
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največjo stopnjo koreninjenja in 76 % preživetje rastlin ki so rastle uspešno po 16 tednih v 
rastni komori. Zato je obdobje teme pri mikropropagaciji ameriškega kostanja med fazo 
koreninjenja priporočljivo (Oakes in sod., 2013). 
Pri naših poskusih smo v nasprotju z napisanim ugotovili, da aktivno oglje povzroča 
rjavenje nadzemnih delov, kar vodi v propad poganjka, kljub nastalim koreninam. Razlog 
za odmiranje poganjkov je lahko v tem, da aktivno oglje nase veže hranila potrebna za rast. 
Tudi Sanchez in sod. (1996) navajajo, da aktivno oglje spodbuja koreninjenje poganjkov 
pri nekaterih lesnatih rastlinah. Spodbudni učinek aktivnega oglja lahko vključuje: 1) 
zmanjšanje intenzitete svetlobe na bazalnem delu poganjka, kar zagotavlja ugodno okolje 
za kopičenje avksinov ali kofaktorjev ali obojega; 2) adsorpcijo snovi kot so inhibitorni 
fenoli in odvečni avksini ali citokinini nakopičeni oz. preneseni iz prejšnjih/predhodnih 
gojišč. Prav tako so tudi predlagali, da poganjki številnih lesnatih vrst koreninijo bolje, če 
jih inkubiramo v temi med prvo fazo koreninjenja in jih nato prenesemo na svetlobo. Med 
iniciacijo koreninjenja ugodni učinek teme lahko pripišemo zmanjšanju peroksidazne 
aktivnosti in povišanju koncentracij endogenih fenolov. Čeprav tema spodbuja 
koreninjenje pri večih vrstah, ki se težko in vitro koreninijo, pa na splošno povzroča 
staranje (senescenco) poganjkov po 7 - 10 dneh, kar zmanjšuje preživetje rastlinin 
(Sanchez in sod., 1996). 
Eden izmed pomembnejših dejavnikov, ki vplivajo na uspešnost koreninjenja je starost 
(zrelost) izhodiščnega materiala oz. juvenilnost. Znano je, da stari lesnati material 
povzroča probleme pri koreninjenju. Takšnih problemov ni bilo zaznati pri potaknjencih z 
juvenilnimi značilnostmi. Ugoden učinek juvenilnosti na nastanek in oblikovanje korenin 
navaja nekaj avtorjev. Poročali so o razlikah pri koreninjenju potaknjencev kostanja 
(Castanea sativa Mill.) z juvenilnimi in zrelimi značilnostmi (Viéitez E. in Viéitez A., 
1976). 
Ko se iniciacijske izsečke pridobi iz juvenilnih rastlin je mikropropagacija kostanja dokaj 
neproblematična. Zdi se, da je mikropropagacija kostanja iz tkiv odvzetih iz zrelih/starih 
dreves izvedljiva, če tkivo ohrani fiziološko juvenilnost (fiziološko juvenilne lastnosti) 
(Viéitez A.M. in sod., 1986; Sánchez in Viéitez, 1991; Sánchez in sod., 1997b). Fiziološko 
starost je zelo težko opredeliti, vendar je v nekaterih primerih vključena v spremembe v 
obliki in videzu rastlin. Prav tako je lahko prisotna na nekaterih delih že starih rastlin. 
Ugotovljeno je bilo, da bazalni deli debla in lateralne korenine lesnatih rastlin zadržijo 
juvenilne lastnosti. Poganjki vzetih iz teh delov dreves so pogostosto korenili. Ti poganjki 
so bili invariabilno juvenilni in s sposobnostjo takojšnjega koreninjenja (Tustin, 1976). 
Čeprav je razvidno, da je zelo težko izraziti natančno definicijo juvenilnosti rastlin ali 
delov rastlin, pa je vpliv tega fiziološkega stanja na stopnjo koreninjenja (iniciacije 
korenin) pri potaknjencih zelo pomemben. Ugotovljeno je bilo, da je pri vrstah, ki težje 
koreninijo najbolj pomemben dejavnik, ki vpliva na iniciacijo korenin starost drevesa iz 
katerega se pridobi potaknjence. Veliko raziskav na temo vpliva juvenilnosti na 
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koreninjenje je podalo podrobno opredelitev delov rastlin, ki preidejo v juvenilno stanje 
pozneje in ohranijo juvenilne značilnosti (Tustin, 1976). 
Kostanj je primer zelo tesne povezave, ki obstaja med sposobnostjo koreninjenja in 
juvenilnostjo. Kostanj v zreli fazi ne korenini, v juvenilni pa dokaj uspešno. Tako je 
juvenilnost pri vegetativnem razmnoževanju zaželjena, vendar je izvedljivost tega odvisna 
od razpoložljivosti in vzdrževanja juvenilnega materiala. Raziskave o endogenih 
kofaktorjih in inhibitorjih v juvenilnih rastlinah bi lahko pripeljale do večjega razumevanja 
o omejitvah, ki so prisotne zaradi staranja rastlin, ki se težje koreninijo kot tudi fiziološke 
podlage postopka koreninjanja na splošno (Viéitez E.in Viéitez A., 1976). 
Vázquez in Gesto (1982) sta želela ugotoviti vzorec endogenih promotorjev in inhibitorjev 
koreninjenja kostanja v juvenilni fazi rasti. Odkrila sta, da je juvenilnost pri kostanju 
povezana z visoko stopnjo endogenih promotorjev koreninjenja in s pomanjkanjem spojin, 
ki nevtralizirajo učinek IAA na koreninjenje. Prehod v odraslo fazo nastopi ko raven 
promotorjev pade in inhibitorji dosežejo zaznavne koncentracije, kar je bilo potrjeno s 
testom koreninjenja fižola (Viéitez E. in Viéitez A., 1976). 
Ballester in sod. (1999) so naredili primerjalno študijo in vitro koreninjenja poganjkov 
kostanja (Castanea sativa) iz šestih klonov istega genotipa starih 30 - 80 let, ki so imeli 
juvenilne (enostavni za koreninjenje) in zrele značilnosti (težavni za koreninjenje). Namen 
raziskave je bil identificirati anatomske ali biokemične kazalce procesa koreninjenja, 
povezane z ontogenskim stanjem staranja/zorenja rastlinskega materiala. Specifično so 
preučevali anatomske dogodke, ki vodijo v indukcijo in razvoj korenin pri poganjkih 
odvzetih iz baze dreves (Bs) in poganjkih iz krošnje (Cr) kot tudi vsebnost endogenih 
avksinov in poliaminov med potekom koreninjenja. In vitro kulture poganjkov so bile 
pridobljene iz materiala, ki so ga zbrali iz krošnje (Cr) in iz baze (Bs) genotipsko in 
starostno enakih dreves. Čeprav so bile v obeh primerih in vitro kulture pridobljene iz 
zrelih dreves - klonov so Bs poganjki imeli juvenilnejše značilnosti kot Cr poganjki. 
Anatomsko so imeli juvenilni in zreli poganjki podobno strukturo stebla ob 
odvzetju/odrezu (Ballester in sod., 1999). 
Glavne morfološke razlike med Bs in Cr poganjki pri odrezu so bile večji razvoj 
sekundarnih žilnih tkiv, kar pomeni da sta bila floem in ksilem bolj razvita v zrelih 
poganjkih kot pri juvenilnih poganjkih. Znatno reaktivacijo delitve celic so opazili pri obeh 
poganjkih 48 ur po tretiranju poganjkov z indol-3-butirično kislino (IBR) za indukcijo 
korenin. Meristemoidi (meristemi iz katerih nastanejo dlake ali trihomi) in koreninske 
zasnove so se razvili le pri mladih poganjkih 3 dni po tretiranju in prve adventivne 
korenine so se pojavile po 10-ih dneh. Vendar pa je v zrelih poganjkih prišlo do 
periklinalne delitve celic kambija, predvsem na floemski strani (normalna orientacija 
kambijskih derivatov je bila ohranjena). V tem proliferacijskem tkivu ni prišlo do 
oblikovanja meristemoidov. Med postopkom koreninjenja je bilo več endogene IAA 
odkrite v zrelih poganjkih kot pri mladih poganjkih, kar kaže, da stopnja vsebnosti IAA ni 
omejitveni dejavnik za pomanjkanje zmogljivosti koreninjenja pri zrelih poganjkih. Ravni 
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poliaminov (putrescin, spermin in spermidin) so bile v zrelih poganjkih višje kot pri mladih 
poganjkih (Ballester in sod., 1999). 
Glede na rezultate študije je bilo mogoče skleniti: 1) celice poganjkov z juvenilnimi 
značilnostmi (Bs) sprožijo delitev kot odgovor na avksin in kasneje se razvijejo zasnove za 
korenine; 2) celice poganjkov z zrelimi značilnostmi (Cr) istega genotipa tudi sprožijo 
delitev kot odgovor na avksin in kasneje se razvijejo zasnove kambijskih celic namesto 
zasnove za korenine; 3) odziv koreninjenja poganjkov na tretiranje z IBA ni rezultat 
njihove endogene ravni avksina (Ballester in sod., 1999). 
Zelo pomembni za mikropropagacijo lesnatih rastlin so postopki pridobivanja juvenilnega 
materiala iz zrelih rastlin, saj sta vzpostavitev in vitro izsečkov in indukcija začetnih 
korenin odvisni od predhodnega fiziološkega stanja tkiva iz katerega pridobimo izsečke. 
Juvenilni material lahko pridobimo iz odraslih rastlin z uporabo juvenilnih delov teh rastlin 
ali z rejuvenilizacijo zrelih delov. Oba pristopa so preučevali pri kostanju. 
Mikropropagacija iz izsečkov odvzetih iz odraslih kostanjevih dreves je izvedljiva, ko 
imamo na razpolago tkiva s fiziološko juvenilnimi značilnostmi, kot so izrasli poganjki iz 
debla. Poleg tega sta Sanchez in Viéitez (1991) pokazala razlike v razmnoževanju 
poganjkov in zmogljivosti koreninjenja med kulturami, ki izvirajo iz bazalnega dela debla 
in poganjkov iz krošnje zrelega kostanjevega drevesa.  
Opravljeni so bili različni postopki za delno pomladitev ali reinvigoracijo odraslih delov 
dreves (poganjki v krošnji) in sicer z: etiolacijo (Ballester in sod., 1989), cepljenjem na 
podlage sadik, ponavljajoče se nanašanje citokinina na rastlinski material matičnega 
drevesa in pomlajevanjem istega izsečka med subkultiviranjem na gojišču z BAP 
(Ballester in sod., 1992; Sanchez in sod., 1997a). Ponavljajoče subkultiviranje za 
razmnoževanje poganjkov lahko privede do pomladitve, kar vodi do večje sposobnosti 
koreninjenja. Omenjeni postopki lahko občutno izboljšajo sposobnost in vitro 
razmnoževanja poganjkov in koreninjenje, vendar pa frekvenca koreninjenja ni tako 
pogosta kot tista pridobljena s kulturami poganjkov, ki izhajajo iz juvenilnih delov drevesa. 
Torej, če je mogoče se naj za mikropropagacijo odraslega kostanja uporabi material z 
juvenilnimi značilnostmi (Sanchez in sod., 1997b). 
Torej največja težava pri mikropropagaciji lesnatih vrst je slaba odzivnost izsečkov 
odvzetih iz odraslih dreves. Položaj iz katerega je začetni material vzet iz odraslega 
drevesa je pomemben, saj juvenilnost traja dlje v nekaterih delih drevesa kot v drugih 
(Bonga, 1982; 1987). Juvenilne značilnosti, kot so potencial koreninjenja in brstenja oz. 
pomladitve so prisotne v bazi debla (na dnu drevesa) v ontogenetsko mladem tkivu 
(meristemi), medtem ko se zorenje pojavi v periferiji rastline v tkivu, ki je ontogenetsko 
starejše, vendar kronološko mlado (Hackett, 1987). 
Pri večini študij in vitro razmnoževanja lesnatih rastlin so uporabili izsečke iz 
epikormičnih poganjkov, ki izhajajo iz spodnjega dela debla. Razmerje med in vitro 
odzivom in fiziološkimi stanjem, ki je domnevno odgovorno za razlike v zrelosti med 
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različnimi deli drevesa je slabo raziskano (Dunstan in sod., 1987). 
Tudi mi smo marca 2016 nabrali poganjke iz krošnje in iz baze debla štirih kostanjevih 
dreves (P1, P2, P3 in Š1), katerih dostop in vitalnost vej sta to dopuščala. Želeli smo 
ugotoviti ali obstajajo razlike v fazah mikropropagacije. 
Na splošno lega izbranega izsečka na matičnem drevesu vpliva na uspešnost 
mikropropagacije. To se odraža v in vitro odzivnosti med tkivi z različno ontogenetsko 
starostjo. V navedenih študijah so bili izsečki pridobljeni iz poganjkov baze debla v in 
vitro razmerah uspešnejši kot izsečki iz zunanjih poganjkov krošnje istega drevesa. 
Poganjki iz baze debla imajo juvenilne morfogenetske značilnosti, kot so: večja odzivnost 
v in vitro razmerah, hitro in uspešnejše razmnoževanje ter dobra sposobnost koreninjenja. 
Poleg vsega navedenega je potrebno poudariti, da ima velik vpliv na koreninjenje tudi 
genotip. V naših poskusih se material nabran iz baze debla po uspešnosti razmnoževanja 
značilno ni razlikoval od uspešnosti regeneracije in oblikovanja korenin od materiala 
nabranega iz krošnje drevesa istih ali različnih genotipov.  
Fernandez-Lorenzo in sod. (2005) so pri kostanju preučevali razlike v vsebnosti fenolnih 
spojin v prvih 8 dneh in vitro koreninjenja. To obdobje zajema prve tri faze nastanka 
korenin, in sicer dediferenciacijo celic, indukcijo in nastanek koreninskih zasnov. Znano 
je, da so fenolne spojine prisotne pri koreninjenju in tudi pri drugih fizioloških procesih v 
rastlinah. Nekateri avtorji navajajo, da fenolne spojine delujejo kot inhibitorji ali 
stimulatorji indol ocetno kislinske oksidazno-peroksidazne aktivnosti. 
Fernandez-Lorenzo in sod. (2005) so iz istega 80-letnega kostanja odvzeli dva tipa 
materiala za zasnovo in vitro kulture iz baze debla (BS) in iz krošnje (CR) . Poganjki 
nastali iz BS materiala so boljše koreninili kot poganjki nastali iz CR materiala. Pred 
inokulacijo poganjkov na brezhormonsko gojišče so jih 2 minuti namakali v raztopini IBA 
in spremljali vsebnost fenolov na dan indukcije korenin in nato še 2., 5. in 8. dan po 
indukciji korenin. Ugotovili so razlike med BS in CR poganjki v vsebnosti fenolnih spojin, 
predvsem taninov, flavonolov in elagične kisline, kar bi bilo lahko povezano z njihovim 
vplivom na diferencialno sposobnost koreninjenja. 
Pri spremembi vsebnosti fenolnih spojin in njihovega vpliva  na sposobnost koreninjenja je 
potrebno upoštevati, da je proces in vitro koreninjenja razdeljen na štiri zaporedne faze: 
dediferenciacija celic, indukcija, razvoj koreninskih zasnov in pojav korenin (De Klerk in 
sod., 1999). Te faze lahko morfološko prepoznamo pri kostanju (Ballester in sod., 1999). 
Po mnenju teh avtorjev, bi dediferenciacija celic in indukcija potekali v prvih 48 urah po 
tretiranju z avksinom, meristemoidi in koreninske zasnove se pojavijo 3. dan in korenine se 
pojavijo 10. dan po tretiranju (Fernandez-Lorenzo in sod., 2005). 
Že dolgo je znano, da vitamini spodbujajo tvorbo korenin pri številnih rastlinskih vrstah. 
Le (2001) je preučeval vpliv riboflavina in askorbinske kisline na in vitro koreninjenje 
kostanja. Riboflavin (2 mg/l) in askorbinska kislina (50 mg/l) sta bila dodana v gojišče za 
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koreninjenje poganjkov kostanja sorte 'Maraval', ki je križanec med Castanea crenata x 
Castanea sativa z namenom izboljšanja nastanka naključnih korenin. Pri dodatku 
riboflavina ali askorbinske kisline v gojišče so bile opazne razlike v koreninskem odzivu v 
primerjavi s kontrolo. Riboflavin je zmanjšal stopnjo koreninjenja in povzročil znatno 
zmanjšanje v številu korenin nastalih na poganjek. Zaviralni učinek riboflavina v teh 
poskusih se je odražal v hitri razgradnji IBA zaradi oksidacije, ki jo je povzročil riboflavin 
v gojišču. Dodajanje askorbinske kisline v gojišče je vplivalo na povečanje koreninjenja 
poganjkov v primerjavi z riboflavinom, vendar pa sta bili obe obravnavanji manj 
uspešni/slabši v primerjavi s kontrolo (brez riboflavina in askorbinske kisline). 
Askorbinska kislina pa ima kljub vsemu pozitiven učinek na kakovost koreninjenih 
poganjkov z opaznim zmanjšanjem pojava apikalne nekroze, lahko pa poveča nastanek 
kalusa (Le, 2001). 
Dokazano je bilo, da lahko askorbinska kislina, uporabljena kot antioksidant zmanjša 
rjavenje, ki je posledica fenolne oksidacije rastline in tako prepreči nekrozo, ki je običajno 
povezana z odmiranjem poganjkov. Poleg tega uporaba askorbinske kisline v kombinaciji z 
avksinom (IBA) spodbuja hitrejši nastanek in število korenin na poganjek ter izboljšuje 
kakovost korenin pri različnih rastlinskih vrstah v primerjavi z uporabo samo avskina (Le, 
2001). 
Na podlagi omenjene raziskave smo tudi mi preizkusili vpliv askorbinske kisline na 
koreninjenje poganjkov pravega kostanja. Askorbinsko kislino smo dodali v gojišče za 
koreninjenje v koncentraciji 50 mg/l, ki pa ni imela pozitivnega vpliva na naše rezultate 
koreninjenja in ni preprečila nekroze poganjkov, kot je navedeno v dosegljivi literaturi. 
Vázquez in sod. (1978) so opozorili, da naj bi endogeni kemični zaviralci negativno 
vplivali na koreninjenje pri nekaterih rastlinah. Preučevali so vpliv alifatske kisline na rast, 
ki je bila izolirana iz potaknjencev Castanea sativa kot tudi njeno interakcijo z IAA. 
Alifatska kislina je imela pri koncentracijah višjih od 10 mg/l zaviralni učinek na rast 
koleoptile. Inhibicija je dosegla maksimum med 50 – 1000 mg/l. Zaviralna aktivnost 
alifatske kisline je šibka in se ne povečuje z naraščajočo koncentracijo. Alifatska kislina ni 
toksična, saj niso opazili nobenih znakov toksičnosti. Ko so dodali IAA so nizke 
koncentracije inhibitorja supresirale ali zmanjšale učinek IAA na elongacijo koleoptile, kar 
pa je najbolj pomembna lastnost inhibitorja, ki je bila doslej določena. Dodatek IAA je 
zmanjšal inhibicijo rasti povzročeno zaradi visokih koncentracij inhibitorja, vendar ni imel 
nobenega učinka na najvišjo preizkušeno koncentracijo (1000 mg/l). Iz teh rezultatov je 
bilo ugotovljeno, da bi alifatska kislina lahko regulirala rast pri kostanju, kar pa bi bilo 
lahko povezano s pomanjkanjem sposobnosti koreninjenja kostanja. Pri potaknjencih 
pridobljenih iz 3 mesecev starih rastlin, ki so koreninili, niso opazili inhibicije rasti, 
medtem ko je bila ta očitna pri starejših rastlinah. 
Prav tako so tudi Viéitez E. in sod. (1967) iz potaknjencev kostanja Castanea sativa Mill. 
izolirali in identificirali inhibitorje rasti in sicer vanilinsko, hidroksibenzilno, salicilno in 
siriginsko kislino. Zaznali so znatne količine vanilinske in salicilne kisline, ki na ravneh 
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višjih od 150 μg/ml prevzamejo vlogo rastnih inhibitorjev ali toksičnih snovi za koleoptilo. 
Prav tako so zaznali neznano hidroksialifatsko kislino, ki naj bi bila najbolj pomemben 
rastni inhibitor kostanja. Viéitez E. in sod. (1967) so tudi ugotovili, da potaknjenci 
Castanea sativa bolje koreninijo, če so dolgo potopljeni v tekočo vodo, kar bi lahko 
eluiralo alifatsko kislino za daljše časovno obdobje. Če je alifatska kislina inhibitor 
koreninjenja, bi lahko odsotnost le te, spodbudilo sposobnost koreninjenja potaknjencev 
tako kot njena prisotnost zavira rast koleoptile.  
Viéitez J. in sod. (1987) so v svojih študijah našli dve spojini, ki sta povezani s 
pomanjkanjem zmogljivosti koreninjenja. Analiza svežih izvlečkov lubja zrelega kostanja, 
ki so jo izvedli z metodo HPLC v sistemu MeOH:H2O (60:40, v/v) je dosledno pokazala 
dva vrhova z zadrževalnima (retencijskima) časoma 11 in 15 min, katerih pri 
kromatogramu juvenilnih ali etioliranih primerkov ni bilo ali pa so bili prisotni v zelo 
majhnih koncentracijah. Poskusi so bili ponovljeni velikokrat v treh letih in so dali 
podobne rezultate. Izolacija teh dveh spojin se je najbolj učinkovito izvedla s celulozno 
kromatografijo in končnim čiščenjem na kromatotromu. Namen te študije je bil izolirati in 
identificirati spojine, ki so odgovorne za inhibicijo koreninjenja v zrelem kostanju in 
preveriti te aktivnosti z biološkimi testi. 
Spojina z zadrževalnim časom 15 min je bila identificirana kot 3,3',4-tri-0-metilelagična 
kislina; drugi vrh z zadrževalnim časom 11 min pa je bil potrjen kot 3,4,4-tri-0-
metilelagična kislina. Samo 3,3',4-tri-0-metilelagično kislino so pridobili v čisti obliki v 
zadostnih količinah za nadaljnja testiranja biološke aktivnosti vpliva na kalitev fižola. 
Avtorji so ugotovili, da 3,3'4-tri-0-metilelagična kislina inhibira koreninjenje potaknjencev 
pri koncentraciji 3.0 x 10
-5
 M. Povzročila je 32 % inhibicijo v primerjavi s koreninjenjem 
kontrol, ki so jih gojili v destilirani vodi in 40,9 % inhibicijo v primerjavi s kontrolami, ki 
so rastle v 10
-5
 M IAA. Ko je bila IAA zmešana z enako količino 3,3'4-tri-0-metilelagične 
kisline je bila aktivnost spodbujanja koreninjenja IAA zmanjšana za 31,5 %. Ta 
kombinacija ni le znižala števila oblikovanih korenin, ampak je tudi vplivala na 
razporeditev korenin po hipokotilu v primerjavi z mešanico voda in IAA, ko so se korenine 
pojavile predvsem na spodnjem bazalnem delu potaknjencev (Viéitez J. in sod., 1987). 
Vendar pa prisotnost spojin 1 in 2 v zrelem kostanju ni edini razlog, zakaj zreli kostanjevi 
potaknjenci ne koreninijo. Gesto in sod. (1977) so odkrili, da zrela drevesa kostanja nimajo 
kofaktorjev koreninjenja, ki pa so prisotni pri juvenilnih potaknjencih. 
Nekateri raziskovalci so preučevali tudi vpliv etiolacije na sposobnost koreninjenja 
poganjkov pri kostanju. Etiolacija je opredeljena kot popolna izključitev svetlobe. Eden 
izmed zunanjih dejavnikov, ki je znan da vpliva na koreninjenje potaknjencev, je 
inhibitorno delovanje luči. Že leta 1937 je Gardner predstavil etiolacijo kot koristno 
metodo in kot orodje za propagacijo rastlin lesnatih potaknjencev. Njegova metoda za 
sprožanje etiolacije je ostala praktično nespremenjena, čeprav je bila večkrat modificirana 
(Viéitez E., 1992).  
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Viéitez A.M. in Ballester (1988) sta odkrila, da se potaknjenci odraslega kostanja, za 
katere je znano da slabo koreninijo, spremenijo, če so prej etiolirani. Etiolirani poganjki so 
jasno pokazali večjo sposobnost koreninjenja, medtem ko so kontrole (neetiolirani 
poganjki) znova pokazale svojo slabo zmogljivost koreninjenja. Tretiranje z avksinom 
etioliranih potaknjencev je povečalo koreninjenje iz 33 % na 100 % z nikakršno izgubo 
viabilnosti; vse oblikovane korenine so bile morfološko normalne. Izpostavljanje matičnih 
rastlin senci je tudi povečalo koreninjenje potaknjencev kostanja. 
Etiolacija povzroči zakasnitev lignifikacije sekundarnih sten in preprečuje zaprtje 
sklerenhimskega obroča. Številni avtorji menijo, da sta stopnja lignifikacije in zaprtje 
sklerenhimskega obroča bistvenega pomena za sposobnost koreninjenja potaknjencev. V 
skladu s to teorijo etiolacija omogoča koreninjenje potaknjencev kostanja z 
odlogom/zamudo pretvorbe parenhimskih celic v skleride (Viéitez E., 1992). 
Oba etiolacija in izpostavljanje poganjkov senci, preprečujeta nastanek derivatov elagične 
kisline, ki so inhibitorji koreninjenja. Nastanek teh derivatov je odvisen od svetlobe 
(Viéitez A.M.in Ballester, 1988). 
Herman in Hess (1963) pa sta ugotovila, da ni pomembne korelacije med etiolacijo in 
kofaktorji koreninjenja. 
Viéitez J. in sod. (1987) so preučevali prisotnost markerjev, ki so v povezavi z odsotnostjo 
koreninjenja v potaknjencih kostanja, predvsem 3,3',4-tri-0-metilelagične kisline and 
3,4',4-tri-0-metilelagične kisline v brstih in listih kostanja. Visoke koncentracije teh spojin 
so bile najdene v fazi mirovanja in napenjanja/povečevanja brstov; vendar so se občutno 
zmanjšale ali izginile v zgodnji fazi oblikovanja listov. V zrelih listih in v rastni dobi do 
jeseni je bila koncentracija elagičnih derivatov visoka. Do njihove sinteze verjetno pride v 
listih. 
Diaz in sod. (1988) so preučevali vpliv hladnega shranjevanja na učinkovitost koreninjenja 
poganjkov kostanja. V mesecih december do april so preučevali učinek shranjevanja na 
hladnem na sposobnost koreninjenja. Poleg shranjevanja na hladnem so preizkusili tudi 
učinek avksina (IBA). Rezultati so pokazali, da so potaknjenci brez dodatka avksina 
koreninili le v januarju, medtem ko so z dodanim avksinom koreninili tudi februarja in 
marca. Ugotovili so, da izpostavljanje 4 °C ni izboljšalo koreninjenja. Temperatura 4 °C je 
pozitivno vplivala na koreninjenje le ob kasnejšem dodajanju avksina. Opažene razlike v 
koreninjenju med shranjevanjem potaknjencev na hladnem, predvsem z eksogeno 
aplikacijo avskina, bi lahko nakazovale na to, da med shranjevanjem na hladnem pride do 
sprememb v vsebnosti inhibicijskih ali spodbujajočih substanc/komponent, ki se 
sintetizirajo v brstih v različnih fizioloških fazah. Diaz in sod. (1988) so ugotovili, da bi 
lahko shranjevanje na hladnem povečalo oz. spodbudilo koreninjenje vrst, ki se težko 
koreninijo in to zaradi zmanjšanja vsebnosti endogenih inhibitorjev in/ali sinteze 
spodbujevalcev koreninjenja. 
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Diaz in sod. (1987) so poročali o spremembah zaviralnega učinka koreninjenja ekstraktov 
kostanja med shranjevanjem potaknjencev na hladnem. Postopno zmanjšanje zaviralnega 
učinka je bilo očitno, ko so bili potaknjenci shranjeni pri -10 °C za več kot 2 meseca. 
Predlagali so, da so se inhibitorji verjetno pretvorili v neaktivne spojine med hladnim 
shranjevanjem ali pa da je prišlo do nastanka promotorjev koreninjenja.  
V potaknjencih, ki so jih hranili na hladnem so našli vanilil, salicil in koniferil alkohole, ki 
pa niso bili zaznani v izvlečkih sveže zbranih potaknjencev. Vanilil in salicil alkoholi naj 
bi bili promotorji koreninjenja. Shranjevanje na hladnem je tudi spremenilo ravnotežje med 
inhibitorji in promotorji (Viéitez E., 1992). 
Ugotovljeno je bilo, da hladno shranjevanje nima učinka na lignifikacijo celic 
sklerenhimskega obroča potaknjencev kostanja ter, da je odstotek lignina in stopnja 
liginifikacije sklerenhima podobna pri potaknjencih, ki so bili shranjeni na hladnem in 
potaknjencih, ki so bili shranjeni pri okoliški temperaturi. Shranjevanje pri -10 °C za 8 
mesecev je vplivalo na endogene rastne promotorje in inhibitorje (Vázquez in Gesto, 
1982). Viéitez E. (1992) je poudaril, da se pri kostanju inhibitorji razgradijo pri nizkih 
temperaturah. Zmanjšanje ali izguba inhibitorjev zaradi nizkih temperatur, sta bili 
ugotovljeni tudi pri drugih vrstah. 
Iz naših rezultatov in navedb iz literature smo ugotovili, da je delež poganjkov, ki bo 
koreninil nepredvidljiv in da pojav korenin ni sinhron, kar pa vpliva na aklimatizacijo in 
nezmožnost optimizacije procesa mikropropagacije.  
5.2    SKLEPI 
Posledice, ki jih kostanjeva šiškarica (Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu) povzroči na 
kostanjevih drevesih so ustvarile potrebo po uporabi različnih pristopov za ohranjanje 
dragocenih genskih virov kostanja v Sloveniji. Naša hipoteza je bila s pomočjo in vitro 
tehnik rešiti sadjarsko kvalitetne slovenske genotipe kostanja.  
Izhodiščni material smo pridobili iz kostanjevih dreves starih od 80 – 120 let, ki so 
poškodovana od kostanjeve šiškarice. Posledice poškodb so bile moteče pri zasnovi in 
vitro kulture, saj so nekateri genotipi imeli močno poškodovane brste oz. poganjke iz 
katerih smo težko izbrali primerne izsečke.  
Nabrane poganjke kostanja smo 10 – 14 dni pustili v vodi z namenom, da se zimski brsti 
izdolžijo v 1 – 4 cm dolge poganjke. Tako smo preprečili in vitro okužbe, ki so endogeno 
prisotne, saj se po naših predvidevanjih okužba ni uspela razširiti v novo nastajajoče 
poganjke, ki smo jih uporabili kot vir izsečkov. 
Ugotovili smo, da so bili leta 2015 najuspešnejši genotipi z oznako Š2, 493 in V2, saj smo 
iz njihovega izhodiščnega materiala pridobili od 57 do 80 % vitalnih poganjkov, v letu 
2016 pa genotipi z oznako Š1, V1 in V2 z 50 do 67 % uspešnostjo.  
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Največji odstotek od 61 – 69 % propadlih poganjkov v letu 2015 so imeli genotipi z 
oznako 263, P. in B-78, v letu 2016 pa odstotek propadlih poganjkov ni presegel 36 %.  
Največji odstotek okuženih poganjkov v letu 2015 sta imela genotipa z oznako A-79 (79 
%) in P3 (68%), v letu 2016 pa genotipa z oznako Š1A (83 %) in P2A (92 %), pri teh 
izsečkih s površinksim razkuževanjem z 1,66 % raztopino dikloroizocianurne kisline 
nismo uspeli pridobiti vitalne aseptične kulture. 
Na odstotek vitalnih, propadlih in okuženih poganjkov vpliva veliko dejavnikov. 
Najpomembnejši je genotip, saj so bili različno občutljivi na razkuževanje in odzivni na in 
vitro razmere.  
Izkazalo se je tudi, da je na odstotek vitalnih, propadlih in okuženih poganjkov vplivala 
vitalnost oz. razsežnost poškodb kostanjevih dreves. 
Na podlagi enosmerne analize variance smo ugotovili, da se v številu nastalih, vitalnih in 
propadlih poganjkov v letu 2015 statistično značilno razlikuje od ostalih samo genotip z 
oznako Š2, ki je imel najboljši množitveni indeks, v povprečju 2,6 poganjka na izseček.  
Iz analize podatkov v letu 2016 smo prav tako ugotovili, da obstajajo statistično značilne 
razlike med genotipom Š4 in ostalimi v regeneraciji vitalnih in propadlih poganjkov.  
Opravili smo tudi statistično analizo o vplivu genotipa in leta vzorčenja in njune interakcije 
na regeneracijo vitalnih poganjkov 5 genotipov vzorčenih leta 2015 in 2016 Ugotovili smo, 
da imata tako leto vzorčenja značilen vpliv (p = 0,0434) kot interakcija genotip:leto (p = 
0,0000) na regeneracijo vitalnih poganjkov. 
Vitalne poganjke, velike približno 1,5 – 3 cm, smo subkultivirali na tri različna gojišča za 
korenjinje, in sicer MS-½NO3, GD1 in GD2. Največji odstotek korenin je bil opažen pri 
standardnem gojišču GD1 z 1/3 makroelementov, brez aktivnega oglja, namakanjem 
poganjkov v 1 g/l IBA in izpostavitvi poganjkov temi prvih osem dni po namakanju v 
avksinu. 
Ugotovili smo, da izpostavljanje poganjkov manjši koncentraciji IBA, za daljši čas, 
povzroča nekroze nadzemnih delov, kar nam je preprečilo vključitev teh poganjkov v fazo 
aklimatizacije.  
Prav tako smo ugotovili, da aktivno oglje nase veže tudi hranila potrebna za normalno rast 
oz. vitalnost poganjka, zato smo v kasnejših poskusih opustili dodajanja aktivnega oglja v 
gojišče za koreninjenje.  
Izpostavljanje poganjkov temi in brez dodanega aktivnega oglja v gojišče se je izkazalo za 
uspešno, saj smo s tem zagotovili temo in ohranili dostopnost hranil.  
Faza koreninjenja kot pomemben del mikropropagacije v našem poskusu ni bila uspešna 
oz. nismo uspeli razmnožiti poganjke primerne za koreninjenje.  
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Iz ugotovitev našega poskusa in literaturnih navedb smo povzeli, da je koreninjenje 
evropskega pravega kostanja težavno in zelo kompleksen proces na katerega ima vpliv več 
dejavnikov in njihove interakcije. Kot najpogostejši se navajajo: zrelost oz. juvenilnost 
izhodiščnega materiala, vpliv fenolnih spojin, položaj odvzetega začetnega materiala, vpliv 
avksinov, vitaminov, endogenih kemičnih zaviralcev, etiolacije, hladnega shranjevanja itd.  
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6    POVZETEK 
Kvalitetnim/elitnim genotipom kostanja v Sloveniji grozi propad zaradi kostanjeve 
šiškarice. Naš cilj je bil z uporabo metod rastlinskih tkivnih kultur namnožiti čimvečje 
število vitalnih poganjkov različnih genotipov kostanja in jih nato uporabiti v procesih 
koreninjenja za pridobitev sadilnega materiala primernega za sajenje na prostem.  
Rastlinski material smo pridobili iz 80 – 120 let starih dreves kostanja. Nabrane poganjke 
smo 10 – 14 dni pustili v vodi, z namenom da se zimski brsti izdolžijo v 1 – 4 cm dolge 
poganjke. Te poganjke smo narezali na nodijske izsečke, katere smo inokulirali na izbrano 
gojišče. Starost in poškodba dreves sta se izrazili v rezultatih, saj so se kot posledica pri 
zasnovi in vitro kulture odstotki vitalnih, propadlih in okuženih poganjkov razlikovali med 
genotipi. Med najuspešnejšimi genotipi iz leta 2015 je bil genotip z oznako Š2, ki je imel 
80 % vitalnih poganjkov in nizek odstotek propadlih (12 %) in okuženih poganjkov (8 %). 
Iz leta 2016 pa je imel najvišji odstotek vitalnih poganjkov genotip z oznako Š1 (77 %) pri 
katerem je bil odstotek okuženih poganjkov (33 %) majhen, propadlih poganjkov pa sploh 
ni bilo. Na uspešnost zasnove in vitro kulture vpliva več dejavnikov, med katerimi je 
posebej potrebno poudariti genotip. To smo tudi potrdili z rezultati, ki smo jih dobili s 
štetjem poganjkov posameznih genotipov iz subkultivacije v subkultivacijo. Pri tem smo 
dokazali, da poleg tega da prihaja do razlik med genotipi so tudi razlike znotraj 
posameznega genotipa.  
S pomočjo analiz smo dokazali, da ima genotip vpliv na povprečno število vitalnih in 
propadlih poganjkov v vseh subkultivacijah in da se nekateri genotipi glede na homogene 
skupine med seboj statistično razlikujejo, nekateri pa se prekrivajo. Na splošno je bil 
genotip z oznako Š2 iz leta 2015 najuspešnejši, saj je imel največje povprečno število 
vitalnih poganjkov in se je statistično razlikoval od drugih genotipov. Isto velja za genotip 
z oznako Š4 iz leta 2016.  
Z analizo interakcije genotip:leto in genotip:subkultivacija petih genotipov iz leta 2015 in 
2016 smo potrdili svojo domnevo, da ima leto vzorčenja v regeneraciji vitalnih poganjkov 
značilen vpliv na regeneracijo in da je interakcija genotip:leto statistično značilna, pri 
propadlih poganjkih pa statistično neznačilna. Potrdili smo tudi, da subkultivacija nima 
vpliva na regeneracijo poganjkov, ter da je interakcija genotip:subkultivacija statistično 
neznačilna.  
Pri koreninjenju smo bili neuspešni, saj nismo uspeli pridobiti vitalnih poganjkov s 
koreninami. Vzrok smo pripisali večim dejavnikom, ki so prisotni med celotnim procesom 
mikropropagacije kostanja. Koreninjenje poganjkov v tkivni kulturi je predmet 
medsebojnega vpliva okolja v katerem koreninjenje poteka in naravne zmožnosti poganjka 
za odzivanje, ki je lahko do neke mere determinirano glede na prvotni vir rastlinskega 
materiala.  
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Naših ciljev oziroma hipotez nismo v celoti uspeli doseči oz. potrditi, saj pri koreninjenju 
nismo bili uspešni, kar smo pripisali različnim dejavnikom.  
Uspešno oblikovanje korenin je obvezna faza vegetativnega razmnoževanja pri kostanju. 
Različni avtorji so odkrili veliko dejavnikov, ki bi lahko vplivali na koreninjenje kostanja 
in ki so odgovorni za uspešno ali neuspešno koreninjenje. Največji vpliv ima genotip, sledi 
mu vpliv avksinov in stopnja zrelosti tkiva in fiziološke značilnosti, ki jih pripisujemo 
sezonskim spremembam. Starost materiala naj bi bil eden izmed najpomembnejših 
dejavnikov, ki povzročajo neuspešnost pri koreninjenju zaradi previsoke vsebnosti 
zaviralcev koreninjenja oz. zaradi premajhne vsebnosti spodbujevalcev koreninjenja. Kot 
glavni dejavnik pri spodbujanju koreninjenja so v ospredje dali avskin. Veliko so omenjali 
tudi učinek etiolacije na koreninjenje in učinek shranjevanja potaknjencev kostanja na 
hladnem. Preučili so tudi vpliv vitaminov na koreninjenje kostanja. Vendar pa je za večino 
teh dejavnikov biološka vloga pri nastajanju korenin še vedno neznana, kar še vedno 
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